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1 INTRODUCTION 
 
La leucémie lymphoïde chronique (LLC) est l’une des hémopathies les plus fréquentes dans 
les pays occidentaux, avec près de 15000 nouveaux cas par an. Elle est caractérisée par une 
accumulation progressive de lymphocytes B monoclonaux matures dans le sang, la moelle et 
les organes lymphoïdes secondaires (ganglions lymphatiques, rate) (1). L’une des 
caractéristiques de la LLC est le profil d’évolution clinique extrêmement hétérogène, avec une 
majorité de patients asymptomatiques ayant une survie similaire aux sujets sains du même âge 
et sexe. En revanche, certains patients ont une maladie progressive, avec une augmentation 
des adénopathies et une aggravation des cytopénies, nécessitant le recours à un traitement 
spécifique. La caractérisation des facteurs pronostiques prédictifs, afin de mieux identifier les 
patients à risque de progression, est une priorité clinique et thérapeutique dans la LLC. 
Actuellement aucun traitement curatif de cette maladie n’est disponible, mais la 
caractérisation des mécanismes responsables de la progression, l’importance du 
microenvironnement pour la survie des lymphocytes B monoclonaux et la compréhension des 
mécanismes immunorégulateurs favorisant la progression tumorale ont ouvert une nouvelle 
ère d’immunothérapie ciblée dans cette pathologie. 
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1.1 Leucémie lymphoïde chronique : épidémiologie, présentation clinique, diagnostic 
et classification 
 
1.1.1 Epidémiologie 
 
La LLC est l’une des plus fréquentes hémopathies de l'adulte en Europe et en Amérique du 
Nord, alors qu’elle est rare sur le continent asiatique. La LLC représente β5 à γ0% de toutes 
les leucémies et environ 15000 nouveaux cas sont diagnostiqués chez les adultes aux Etats-
Unis chaque année. La LLC est exceptionnelle en dessous de 50 ans, et l’âge médian au 
diagnostic est de 70 ans chez les hommes et 74 ans chez les femmes.  
Les facteurs environnementaux ne semblent pas être particulièrement impliqués dans la 
pathogénie de la maladie. Ainsi, il n’y a pas de lien démontré entre l’apparition de la LLC et 
les expositions aux composants chimiques ou à l’irradiation, excepté un herbicide particulier 
utilisé au Vietnam. D’autre part, l’incidence de la LLC reste similaire dans les populations 
migrantes et dans leur descendance, ce qui semble exclure un rôle, du moins prédominant, des 
facteurs environnementaux dans la pathogénèse de l’hémopathie.  
En revanche, des données épidémiologiques montrent une prédisposition familiale dans 5 à 10 
% des cas de LLC. Les parents de premier degré ont 3 fois plus de risque de développer une 
LLC ou une autre hémopathie lymphoïde. Une population B monoclonale circulante 
inférieure à 4x109 lymphocytes/L est présente chez 14-18% des parents de sujets atteints de 
LLC, alors qu’elle est retrouvée chez 3,5% des sujets sains. 
 
1.1.2 Présentation clinique 
 
Une hyperlymphocytose sanguine persistante est le mode de révélation le plus fréquent de 
découverte, le plus souvent fortuite à l’occasion d’un bilan sanguin systématique ou réalisé 
pour une autre raison. Les autres présentations sont les adénopathies symétriques indolores et 
la découverte de cytopénies périphériques, qu’elles soient symptomatiques ou de découvertes 
fortuites sur un hémogramme sanguin. Environ 10% des patients se présentent avec des 
symptômes de type fièvre inexpliquée, une perte de poids >10% dans les 6 mois ou des 
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sueurs. L’examen clinique peut révéler des adénopathies périphériques indolores et 
symétriques, une splénomégalie et une hépatomégalie dans 20-50% des cas. 
 Hyperlymphocytose sanguine  
L’hyperlymphocytose sanguine  supérieure à 5×109 lymphocytes/L, persistante sur plusieurs 
semaines, est constante et constitue un critère nécessaire au diagnostic de LLC. Cette 
lymphocytose peut être très variable d’un patient à l’autre, en moyenne de 
30×109 lymphocytes/L, mais peut être encore plus importante (> 200×109/L).  
L'examen morphologique du frottis sanguin constitue une étape importante et montre de petits 
lymphocytes matures très proches du lymphocyte normal. Ces lymphocytes présentent 
néanmoins des atypies, telles qu’une chromatine moins dense, disposée en grosses mottes et 
sans nucléole visible. Le myélogramme et la biopsie ostéomédullaire sont rarement 
nécessaires, du fait d’un immunophénotype caractéristique de ces cellules détecté en 
cytométrie en flux. 
 Immunophénotype de la LLC 
L’immunophénotypage à l’aide de la cytométrie en flux des lymphocytes circulants est 
actuellement essentiel au diagnostic de LLC. Il s’agit de lymphocytes B, exprimant le 
marqueur classique CD19. L’expression de deux autres marqueurs de surface, le CD5 et le 
CD23, est constante et très caractéristique de la LLC. Par ailleurs, l’expression du CD20 est 
habituellement faible, à la différence des lymphocytes B normaux. De même, l’expression des 
immunoglobulines membranaires, habituellement de type IgM ± IgD (rarement IgG ou IgA), 
est faible sur les lymphocytes B-LLC. L’origine clonale de ces lymphocytes est confirmée par 
l'expression prédominante d'une seule chaîne légère d'immunoglobulines, kappa ou lambda.  
Néanmoins, aucun de ces marqueurs n’est pathognomonique de la LLC, le CD5 par exemple 
étant également exprimé dans les lymphomes à cellules du manteau (une catégorie de 
lymphome non-hodgkinien) et dans environ la moitié des leucémies prolymphocytaires.  
Un score simple basé sur l’expression de ces marqueurs a été défini pour aider à la 
discrimination de la LLC des autres hémopathies lymphoïdes: le score de Matutes. Il donne 
une valeur de 1 à chacun des éléments suivants: expression de CD5, de CD23, absence 
d’expression de FMC7, de CD22 (ou CD79B), faible expression d’une immunoglobuline 
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membranaire monotypique (kappa  dans 60% des cas et lambda  dans 40% des cas) 
(Tableaux 1-2). La LLC se définit par un score de Matutes supérieur ou égal à 4. 
Ces critères sont repris par le National Cancer Institute-Working group (NCI-WG) pour 
lequel le diagnostic de LLC est retenu en présence (1) d’une lymphocytose >5000×109/L 
constituée de petits lymphocytes matures, persistante depuis plus d’un mois ; (2) un 
immunophénotype par cytométrie de flux avec une expression d'une seule chaîne légère 
d'immunoglobulines (kappa ou lambda), une co-expression des marqueurs CD19, CD5 et 
CD23, une expression faible des immunoglobulines membranaires et une expression faible, 
voire absence, d’expression de CD79B.  
 
Tableau 1. Signature membranaire spécifique dans la LLC. 
Marqueurs 
de surface 
Ig CD19 CD5 CD23 CD22 CD79 CD10 CD25 
LLC Faible + + + - - - inconstante 
Lymphome folliculaire + + - - + - + - 
Lymphome du manteau + + + - + + - - 
Maladie de Waldenstrom Normale 
ou 
augmentée 
+ - - + 
faible 
+ - - 
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Tableau 2. Score de Matutes. 
Marqueurs Présence=1 =0 
Expression des immunoglobulines faible normale 
CD5 + - 
CD23 + - 
FMC7 - + 
CD22/CD79b faible normale 
 
 Classification clinique 
Plusieurs systèmes de classification clinique existent, basés sur l’examen clinique et la 
présence de masses prolifératives ; les classifications de Rai et Binet étant les plus utilisées. 
Ces classifications permettent principalement de définir des sous-groupes de patients avec une 
survie différente et servent ainsi à définir les patients nécessitant un recours à un traitement 
spécifique (Tableau 3). Ces classifications n’intègrent pas des facteurs pronostiques tels que 
le statut mutationnel des immunoglobulines, l’expression de CDγ8 ou ZAP-70 ou les 
anomalies chromosomiques et, ne permettent pas de définir les patients ayant un risque de 
progression. 
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Tableau 3. Classifications de Binet et Rai. 
Stade Risque Caractéristiques 
Survie globale 
(ans) 
RAI    
0 Faible Hyperlymphocytose isolée >10 
I/II Intermédiaire Adénopathies et/ou hépatosplénomégalie 7 
III/IV Haut Anémie et/ou thrombopénie <4 
BINET    
A Faible <3 aires de polyadénopathies 12 
B Intermédiaire ≥γ aires de polyadénopathies 7 
C Haut Anémie et/ou thrombopénie  2-4 
 
 
1.1.3 Marqueurs pronostiques de LLC 
 
La LLC se caractérise par l’accumulation progressive dans les organes lymphoïdes de 
lymphocytes B clonaux. Les données récentes ont permis de montrer sur le plan moléculaire 
l’hétérogénéité de la LLC, en décrivant les différences des niveaux d’expression du CD38 et 
de ZAP-70, ainsi que du statut mutationnel des gènes des immunoglobulines.  
Les mutations des gènes d’immunoglobulines sont détectées en comparant les séquences 
d’ADN des lymphocytes B avec celles des gènes germline. Une séquence présentant une 
différence ≥β% avec le germline définit des patients avec un profil muté alors qu’une 
séquence <98% caractérise des patients non-mutés. Les gènes V des immunoglobulines sont 
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non-mutés (identiques aux gènes germline) dans un peu moins de la moitié des cas et 
présentent des mutations somatiques dans l’autre moitié.  
ZAP-70 est une protéine intracellulaire impliquée dans la transduction du signal activée par 
les lymphocytes T et NK après la rencontre avec l’antigène. Son expression est 
habituellement restreinte aux lymphocytes T et NK, mais une expression de ZAP-70 a été 
montrée dans les lymphocytes B clonaux de LLC (2). L’expression de ZAP-70 par les 
lymphocytes B-LLC participerait à la transduction du signal délivré après la rencontre avec 
l’antigène. Bien que l’expression de ZAP-70 dans la LLC soit considérée de mauvais 
pronostic, une étude prospective récente a montré que cette expression est variable au cours 
du temps et ne semble pas être un facteur pronostique indépendant (3). En revanche, aucun 
lien direct entre son activation et la progression n’a été caractérisé. 
Le CD38 est un marqueur membranaire, exprimé par les cellules stromales et les “nurse-like 
cells”. Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de type II, dotée d’une activité 
enzymatique qualifiée de NAD glycohydrolase, ADP-ribosyl cyclase ou encore ADP-ribose 
cyclique hydrolase, impliquée dans le métabolisme de l'ADP. La molécule CD38 est exprimée 
sur les lymphocytes T, B et NK. Sa présence a également été rapportée sur les monocytes, au 
niveau desquels elle peut s’associer avec les molécules du Complexe Majeur 
d’Histocompatibilité (CMH) de classe II et jouer le rôle de corécepteur dans l’activation des 
cellules T induite par les superantigènes (4). L’expression de CDγ8 est associée avec un 
pronostic péjoratif, bien que son expression puisse varier au cours du temps dans la LLC. 
D’autre part, le seuil de positivité et la valeur pronostique indépendante de ce facteur restent 
controversés. L’expression de CDγ8 n’est pas parfaitement corrélée au statut mutationnel des 
lymphocytes B-LLC (5, 6 , 7).  
Ces différences d’expression de marqueurs au niveau des clones LLC ont permis de distinguer 
deux sous-groupes de patients : ceux ayant un profil d’évolution agressif, exprimant ZAP-70, 
le CD38, les gènes non-mutés d’immunoglobulines et, ceux avec un profil d’évolution non-
évolutif, le plus souvent stables avec une pathologie indolente, présentant un clone muté pour 
les gènes d’immunoglobulines, n’exprimant pas ZAP-70 et avec des niveaux faibles de CD38 
membranaire. 
Les anomalies chromosomiques sont fréquentes dans la LLC et les nouvelles techniques de 
cytogénétique (FISH sur les cellules interphasiques) ont montré que plus de 80% des patients 
testés présentent des anomalies. Les anomalies chromosomiques les plus fréquentes sont 
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représentées par la délétion 13q (55%), la délétion 11q (où est localisé l’oncogène ATM, 
18%), la trisomie 12 (16%) et la délétion 17p (délétion p53, 7%) (8). Certaines de ces 
anomalies pourraient être corrélées au pronostic et en particulier à la survie des patients. Ainsi 
les patients porteurs d’une délétion 1γq (43% des stades A étudiés) ont une meilleure survie, 
même en comparaison avec les patients porteurs d’un caryotype normal. Les patients avec une 
délétion 17p ont un mauvais pronostic et la présence de la délétion 17p serait prédictive d’un 
état réfractaire aux agents alkylants et aux analogues des purines. Des mutations génétiques 
récemment décrites chez les patients LLC, tel que celles touchant TP53, NOTCH1, SF3B1 et 
BIRCγ pourraient s’ajouter aux facteurs pronostiques habituels et mieux sélectionner les sous-
groupes de patients avec une évolution différente (9, 10). Parmi 278 patients LLC, seuls 
SF3B1, TP53 et RPS15 étaient significativement associés avec la survie globale sans 
progression (11). Ainsi, parmi 123 patients LLC avec une maladie progressive, des mutations 
de NOTCH1 ont été mis en évidence dans 16% des cas, associées avec un profil 
d’immunoglobulines non-muté, le statut CD38(+) et ZAP-70(+). La réponse hématologique 
au traitement était significativement moins fréquente chez les patients avec une mutation de 
NOTCH1 (40% versus 80% en l’absence de mutation NOTCH1) (12). La présence de 
plusieurs des mutations, notamment de 2 ou plus mutations des gènes TP53, SF3B1, and 
ATM était associée avec une survie de 12 mois versus 22.5 mois chez les patients avec moins 
de 2 mutations combinées (p = 0.003) (13). 
La thymidine kinase (TK) est une enzyme cellulaire impliquée dans la réparation de l’ADN 
au cours de sa synthèse. Cette enzyme intracellulaire contrôle la phosphorylation de la 
déoxythymidine en déoxythymidine monophosphate, ensuite incorporée sous forme 
triphosphate dans l’ADN. L’activité de la TK sérique serait corrélée au nombre de cellules en 
division et ainsi indirectement pourrait refléter la masse tumorale (14, 15). Ainsi, le taux 
sérique de TK élevé est associé avec une survie diminuée et serait prédictif de progression 
chez les patients au stade A.  
La ȕβm est une protéine extracellulaire de la superfamille des immunoglobulines, associée 
aux chaînes α des molécules du CMH de classe I. Les patients avec un taux de ȕβm élevé 
auraient une survie diminuée, bien que la ȕβm ne soit pas un facteur indépendant de survie 
(16).  
Le temps de doublement des lymphocytes est le temps pendant lequel le taux de lymphocytes 
sanguins est multiplié par deux. Les patients avec un temps de doublement inférieur à 12 mois 
ont une survie moindre et une progression de la maladie plus fréquente (17). Parmi 1154 
patients avec un stade Binet A, 157 (14%) avaient un temps de doublement des lymphocytes 
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inférieur à 12 mois au suivi initial, avec une survie globale de 22.8 ans en cas de temps de 
doublement supérieur à 12 mois versus 12.6 si inférieur à 12 mois (HR 2.2 CI 1.7-4.7 ; 
p<0.05). En analyse multivariée, parmi les différents facteurs pronostiques, le temps de 
doublement ressortait comme un facteur indépendant, de même que le statut mutationnel, 
l’expression de CDγ8 et l’âge, s’agissant néanmoins dans cette étude du temps de doublement 
au cours de la première année (18). 
 
1.1.4 Traitement de la LLC 
 
La prise en charge de la LLC a connu un progrès important par la mise en place de nouvelles 
thérapies ciblées ; l’objectif étant une rémission persistante qui est définie par une réponse 
clinique et moléculaire/phénotypique maximale (19). L’indication thérapeutique se fait en 
fonction de critères d’évolutivité ou de progression de la maladie (HAS 2012). Elle requière la 
présence de signes systémiques (au moins un dont la perte de poids ≥ 10 % dans les 6 derniers 
mois, une fièvre > 38°C pendant 2 semaines ou plus, des sueurs nocturnes et une fatigue), un 
syndrome tumoral (splénomégalie > 6 cm ou progressive, une adénopathie volumineuse ou 
rapidement progressive et une hépatomégalie), une hyperlymphocytose progressive 
(augmentation > 50 % sur 2 mois ou un temps de doublement des lymphocytes < 6 mois), une 
insuffisance médullaire progressive (apparition ou aggravation d’une anémie  ou d’une 
thrombocytopénie), une anémie hémolytique auto-immune et/ou thrombocytopénie ne 
répondant pas aux corticoïdes ou à un autre traitement standard. Ainsi, pour les patients de 
stade A, l’abstention thérapeutique est le plus souvent adoptée, pour les stades B et C 
(présentant une maladie évolutive), l’association de fludarabine (un analogue de purine), de 
cyclophosphamide (un agent alkylant) et de rituximab (anticorps monoclonal anti-CD20 
dirigé spécifiquement contre les lymphocytes B) est actuellement le traitement de référence, 
sauf en présence d’une délétion 17p, signature moléculaire de patients réfractaires à la 
chimiothérapie, éligibles aux nouvelles molécules ciblées et à la greffe de moelle allogénique 
(19). En cas d’indication de traitement, chez un patient présentant un bon état général de 
santé, sans mutation TP5γ, le traitement de première ligne comprend l’association du 
rituximab avec de la fludarabine et du cyclophosphamide. Le traitement de première ligne 
chez les patients âgés ou avec un mauvais état général sans mutation TP53 comprend 
l’association de rituximab et de la bendamustine (un agent alkylant). Malgré une rémission 
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durable, la majorité des patients vont présenter une rechute et nécessiter une 2e ligne de 
traitement. 
Le traitement des patients réfractaires, en rechute ou mutés pour TP53, constituait il y encore 
quelques années un véritable défi pour le clinicien. Les patients en rechute ou réfractaires, 
traités en première ligne par rituximab avec de la fludarabine et du cyclophosphamide 
recevaient à la rechute du rituximab et de la bendamustine, tandis que les patients mutés TP53 
étaient traités en première ligne par de l’alentuzumab (Campath ®) qui a perdu son AMM en 
β01β. L’alemtuzumab est un anticorps monoclonal IgG1 kappa humanisé dirigé contre le 
CD52, une protéine représentée de façon quasi-ubiquitaire par les cellules différenciées de 
l’hématopoïèse (lymphocytes B et T, cellules NK, monocytes, thymocytes, macrophages et 
certains granulocytes). Ce médicament était administré en monothérapie ou en association 
avec une chimiothérapie pour les patients réfractaires à la combinaison standard ou chez les 
patients présentant une délétion 17q. Une alternative à ces traitements était l’allogreffe pour 
les patients jeunes ou l’inclusion dans des essais cliniques. Avec l’arrivée sur le marché de 
l’ibrutinib (Imbruvica ®) et de l’idelalisib (Zydelig ®), cette prise en charge a été 
révolutionnée. L’idélalisib est un inhibiteur sélectif de l’isoforme p110δ de la PIγKδ 
(Phosphoinositide 3- kinase) et interagit peu avec les isoformes PIγKα, PIγKȕ et PIγKȖ. 
Initialement indiqué en association avec le rituximab pour le traitement de patients atteints de 
LLC en rechute ou en progression après deux lignes de traitement et en première ligne de 
traitement chez les patients présentant une délétion 17p ou une mutation TP53 pour lesquels 
une chimio-immunothérapie n'est pas appropriée, les essais en cours ont été prématurément 
arrêtés du fait du risque d’infections graves et de décès accrus. L’ibrutinib est un inhibiteur 
sélectif irréversible de BTK (20). Il est capable d’inhiber la signalisation dépendante du BCR, 
prévenir l’adhésion lymphocytaire et inhiber les effets pro-survie du microenvironnement. Il a 
obtenu l’AMM par voie orale en β014 dans le traitement de la LLC en rechute/réfractaire (ou 
en première ligne avec délétion 17p/mutation TP53) (20). Il est très efficace quel que soit le 
caryotype, le statut mutationnel d’immunoglobulines, le statut de Rai et le nombre de 
traitements précédemment reçus. Ainsi, parmi les 825 patients ayant reçu en moyenne 4 lignes 
de chimiothérapies antérieures, 71% ont eu une réponse hématologique (complète ou 
partielle), avec une fréquence de survie sans évènements à 26 mois de 75% et une survie à 
83% sous ibrutinib (21). Parmi les γ91 patients randomisés pour recevoir l’ibrutinib ou 
l’ofatumumab, le taux de réponse était de 4γ% dans le groupe ibrutinib versus 4% dans le 
groupe ofatumumab (p<0.001) avec sous ibrutinib un risque relatif pour la progression ou le 
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décès de 0.22 [CI95% ; 0.15-0.32; p<0.001). Des associations d’ibrutinib avec un anticorps 
monoclonal anti-CD20 ou le régime conventionnel (combinaison fludarabine-
cyclophosphamide-rituximab) sont en cours d’études cliniques (22-24).  
Plusieurs autres traitements font l’objet d’études précliniques et cliniques dans la LLC, 
comme des immunothérapies avec des anti-CD20 «nouvelle génération» (ofatumumab, 
obinutuzumab), un immunomodulateur (le lenalidomide), des inhibiteurs du Syk 
(fostamatinib, GS-9973), des inhibiteurs de PLCɣ (CC-115), un inhibiteur de CDK (Cyclin 
dependant Kinase) (Flavopiridol, SNS-032), des inhibiteurs de PKC (Protéine Kinase C) 
(Enzastaurin) (20). Des agents ciblant les molécules impliquées dans l’apoptose sont 
également en cours d’étude, tel que des inhibiteurs de la famille BCL-2 (navitoclax et ABT-
199). 
La transplantation de cellules souches reste réservée aux sujets jeunes et à haut risque (25). Il 
existe 2 modalités possibles de transplantation de cellules souches: l’autogreffe et l’allogreffe. 
Dans la LLC, l’autogreffe ne permet pas d’éradiquer durablement le clone leucémique. La 
transplantation de cellules souches allogéniques apparaît comme l’unique traitement curatif de 
la LLC. Cependant, elle reste associée à une mortalité due à sa procédure qui limite son usage 
aux patients jeunes réfractaires ou en rechute. L’efficacité du traitement repose sur 
l’établissement d’une réponse immunitaire du greffon contre la leucémie. Contrairement aux 
autres traitements, cette approche thérapeutique permet une éradication durable du clone 
leucémique de façon indépendante du statut pronostique initial de ces patients.  
Les CAR T-cells (ou cellules T porteuses d’un récepteur chimérique) sont des lymphocytes T 
du patient, modifiés génétiquement in vitro pour leur faire exprimer un récepteur artificiel, dit 
chimérique. En général, ce récepteur est dirigé contre le CD19 même si des lymphocytes 
CAR T anti-CD20 sont également à l’étude (26). Dans le traitement de la LLC, les données de 
l’efficacité de cette stratégie restent encore très parcellaires, même si les taux de réponses 
obtenus sont encourageants. 
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1.2 Ontogénèse des lymphocytes B chez l’homme 
 
Les lymphocytes B représentent 10-15% des lymphocytes circulants et sont définis par la 
présence à leur surface d’immunoglobulines, qui constituent avec des molécules de 
signalisation le récepteur à l’antigène, ou BCR. Les fonctions des lymphocytes B sont 
multiples, et comprennent notamment la production et la secrétion d’anticorps et la 
présentation d’antigène. Plus récemment, il a été montré que les lymphocytes B pourraient 
jouer un rôle dans l’immunorégulation, au travers de la secrétion de nombreux facteurs et 
cytokines.   
On peut séparer l’ontogenèse des lymphocytes B en deux phases principales, une première 
phase de différenciation et de maturation des lymphocytes B dans la moelle et une seconde 
phase d’activation et de différenciation terminale dans les organes lymphoïdes secondaires 
(Figure 1). 
 
Figure 1. Les étapes essentielles de l’ontogénèse des lymphocytes B. 
 
Les β étapes majeures de l’ontogénèse du lymphocyte B comportent une phase Ag-indépendante, qui 
se déroule dans la moelle, aboutissant à un lymphocyte B naïf porteur d’un BCR fonctionnel. La βe 
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étape se déroule dans les organes lymphoïdes secondaires, où le lymphocyte B va rencontrer l’Ag, 
subira l’hypermutation somatique qui permettra d’accroitre l’affinité de son BCR pour l’Ag et la 
commutation isotypique pour aboutir à des plasmocytes capables de secréter des anticorps de même 
spécificité antigénique. 
Adapté d’Ontogenèse et activation des lymphocytes F. Velge-Rousse, 2010.  
 
Cette première phase est indépendante de l’antigène et se déroule dans la moelle osseuse en 
l’absence de toute rencontre antigénique (Figure 2).  
 
Figure 2. La synthèse du BCR et les différents précurseurs du lymphocyte B. 
 
Au cours de son ontogénèse, le lymphocyte B va passer par plusieurs étapes, avec une sélection 
positive des lymphocytes B exprimant un pré-BCR, puis une sélection négative de ceux qui 
reconnaissent un autoAg, ces étapes se déroulant dans la moelle. Par la suite le lymphocyte B 
immature va migrer dans les organes lymphoïdes secondaires, où il va rencontrer l’Ag. 
Adapté de 28:2155 Kurosaki T et la, Annu. Rev. Immunol. 2010. 
 
 
A partir des cellules souches hématopoïétiques sont issus des précurseurs lymphoïdes 
communs qui possèdent la capacité de reconstituer de façon restreinte la lignée lymphoïde 
(cellules T, B et NK) in vivo. Dans la moelle osseuse, les précurseurs B les plus immatures 
constituent une sous-population de cellules appelées pré-pro-B qui ne sont pas totalement 
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engagées dans la différenciation B et n'ont pas encore des gènes d’immunoglobulines 
réarrangés. Les cellules pré-pro-B expriment très faiblement les gènes RAG-1 et RAG-2. 
Par la suite la maturation des lymphocytes B va passer par plusieurs étapes différentes. Au 
stade pro-B commencent à se mettre en place les réarrangements des gènes 
d'immunoglobulines (des segments V, D, J), avec l’apparition du marqueur CD19 à la surface 
cellulaire (Figure 3). Les réarrangements débutent au locus IGH par la jonction d'un segment 
DH avec un segment JH. Ces premiers réarrangements sont suivis par l'assemblage, d'un 
segment VH avec les DJH réarrangés. Seuls les segments VHDJH en phase de lecture correcte 
et sans codon stop codent pour une région variable fonctionnelle et permettent la synthèse 
d'une chaîne lourde µ. Les gènes codant pour les chaines légères et les chaines lourdes sont 
présents sur les deux allèles et on observe un réarrangement sur le premier chromosome, et 
dans le cas où il n’est pas productif, un réarrangement se fera au niveau du second 
chromosome. En revanche la cellule va entrer en apoptose si aucun des réarrangements n’est 
productif. Dans le cas où le premier réarrangement est productif, il est nécessaire d’arrêter 
tout autre réarrangement ; ce mécanisme s’appelle l’exclusion allélique et permet d’obtenir un 
seul type de chaîne légère et un seul type de chaîne lourde. Cette inhibition de tout 
réarrangement est possible par inactivation des protéines Rag-1 et Rag-2 qui sont 
responsables de la recombinaison VDJ.  
 
Figure 3. La synthèse du BCR. 
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La synthèse du BCR comporte plusieurs étapes, avec un réarrangement des différents segments des 
chaines lourdes et légères d’immunoglobulines, premièrement une sélection positive des lymphocytes 
exprimant à la surface un pré-BCR. 
Adapté d’Ontogenèse et activation des lymphocytes F. Velge-Rousse, 2010. 
 
Au stade pré-B, la chaîne lourde µ est exprimée à la surface des cellules, en association avec 
une pseudochaîne légère formée de la liaison non covalente des protéines 5 et VpréB, 
formant le complexe pré-BCR. Ce complexe avec le pré-BCR permet à la cellule de passer au 
stade ultérieur de la différenciation et d'entrer dans une phase d'expansion clonale. Une fois le 
pré-BCR exprimé, la cellule sera soumise à une première sélection, la « sélection positive ». 
Cette sélection permettra à la cellule pré-B, dans le cas où elle exprime un pré-BCR 
fonctionnel, de recevoir des signaux de survie afin de poursuivre sa maturation, dans le cas 
contraire la cellule entrera en apoptose. Le pré-BCR joue aussi un rôle critique dans 
l'exclusion allélique en induisant une diminution transitoire de l'expression des gènes RAG 
afin d’arrêter la recombinaison des gènes sur l'autre allèle. 
Au stade B immature, on remarque la production d'une chaîne légère classique qui remplace 
la pseudochaîne légère et permet l’expression d’une IgM de surface conférant à la cellule une 
première spécificité de reconnaissance de l'antigène (Figure 2). Ces lymphocytes B 
immatures subissent alors un processus de « sélection négative », les cellules possédant des 
immunoglobulines de surface spécifiques pour des antigènes du soi étant éliminées. Cette 
sélection est possible par la présence, au niveau de la moelle osseuse, de cellules stromales 
qui expriment à leur surface des peptides du soi couplés aux molécules du CMH, de la même 
manière que les cellules dendritiques au niveau du thymus. La cellule B immature est soit 
capable de reconnaître le peptide présenté par les molécules du CMH avec une forte affinité, 
elle sera alors considérée comme autoréactive et sera sélectionnée négativement en recevant 
un signal de mort. Soit la cellule B immature n’est capable de reconnaître le peptide présenté 
par les molécules du CMH qu’avec une faible affinité, et ne recevra pas de signal de mort, 
pouvant continuer la maturation après sa sortie de la moelle osseuse. Enfin, si la cellule B 
immature n’interagit pas avec le CMH, elle recevra alors un signal de mort. Cette sélection 
négative permettra l’acquisition de la tolérance au soi en éliminant les lymphocytes B auto-
réactifs. Les cellules qui survivent après ce processus de sélection négative quittent la moelle 
et migrent vers les organes lymphoïdes secondaires. 
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La seconde phase d’activation et de différenciation terminale se déroule au niveau des organes 
lymphoïdes secondaires. Les lymphocytes B immatures ayant quitté la moelle osseuse 
expriment des IgM et IgD de surface et constituent les lymphocytes B transitionnels. Dans les 
organes lymphoïdes, ces lymphocytes se différencient soit en lymphocytes B folliculaires 
(80% des lymphocytes B de la rate adulte), avec une rencontre antigénique et une réponse 
dépendante des lymphocytes T, soit en lymphocytes B de la zone marginale, avec une réponse 
indépendante de la coopération avec les lymphocytes T (Figure 4).  
L’activation du BCR par liaison à un antigène déclenchera des mécanismes de modifications 
responsables d’une augmentation de la diversité des immunoglobulines. Ces mécanismes sont 
indispensables à l’augmentation de la spécificité de la réaction immunitaire, ainsi qu’à 
l’augmentation de la spécificité vis-à-vis de l’antigène. Les lymphocytes B folliculaires, après 
la rencontre avec l’antigène, subiront ces étapes dans les centres germinatifs.  
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Figure 4. Les différents types de réponses T-dépendantes et indépendantes. 
 
La cellule B immature selon son positionnement dans l’organe lymphoïde secondaire, pourra soit rencontrer 
l’Ag, subir les hypermutations somatiques et la commutation isotypique, et aboutir à des plasmocytes et des 
cellules B mémoires ; en l’absence de rencontre avec un Ag thymodépendant, elle pourra subir une expansion 
clonale et une différenciation en plasmocyte avec une capacité polyréactive et une affinité moins importante. 
Une population particulière de lymphocytes B, bien caractérisée chez la souris, se développe dans les cavités 
pleurale et péritonéale, son équivalent chez l’homme est encore controversé. 
 
 
Signaux d’activation du lymphocyte B 
Certains signaux adressés aux lymphocytes B par leur environnement cellulaire seront 
dépendants du BCR, lorsque d’autres seront indépendants du BCR. A la suite du pontage d'au 
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moins deux BCR, facilité par la présence d’épitopes répétés sur l’antigène, les molécules de 
signalisation CD79a et CD79b sont activées. Cette activation implique une phosphorylation 
qui s'effectue sur les résidus tyrosine présents sur les motifs ITAMs (immunoreceptor 
tyrosine-based-activation-motif) de la portion intracytoplasmique des molécules CD79 par des 
src-kinases associées au BCR (dont Lyn et Fyn). La phosphorylation permet l’ancrage de 
protéines adaptatrices et le recrutement en cascade de molécules de signalisation qui activent 
à leur tour des facteurs de transcription responsables de l’induction des gènes spécifiques des 
lymphocytes B. 
Cette activation dépendante du BCR peut être modulée par des signaux indépendants du BCR 
qui permettent, en fonction du stade de développement du lymphocyte B, de l'orienter soit 
vers une mort programmée ou apoptose, soit vers la prolifération. L'apoptose intervient au 
cours de la sélection négative de l’ontogénie B, la prolifération concernant la sélection 
positive ou les expansions clonale après activation B. Ces signaux participent également à la 
différenciation et la maturation qui font évoluer les cellules du lymphocyte B naïf au 
lymphocyte B mature, puis au lymphocyte B mémoire ou plasmocyte. 
Formation des centres germinatifs 
Suite à une immunisation avec un antigène qui entraîne une réponse T-dépendante, on 
observe dans les organes lymphoïdes secondaires la formation de structures particulières 
appelées centres germinatifs (Figure 5). Ces structures apparaissent quelques jours après la 
rencontre avec l’antigène. Elles sont associées à l’expansion de cellules B spécifiques, sont le 
site de l’hypermutation somatique, de la commutation isotypique et d’une sélection éliminant 
les cellules produisant des anticorps de faible affinité. Dans les centres germinatifs, on 
distingue deux zones principales, la zone sombre et la zone claire. La zone sombre, appelée 
ainsi du fait de la forte concentration cellulaire et qui correspond à la zone de prolifération 
cellulaire, est composée de centroblastes qui sont des lymphocytes B dont les gènes subissent 
les hypermutations somatiques. Dans la zone claire, les lymphocytes B sont de plus petite 
taille, ils ne prolifèrent plus, et sont enchevêtrés dans un large réseau de cellules folliculaires 
dendritiques. Ces lymphocytes expriment leur nouvelle immunoglobuline de surface et sont 
appelés centrocytes. Les cellules folliculaires dendritiques peuvent retenir l’antigène sous sa 
forme native à leur surface, sous forme de complexes immuns et ce pendant plusieurs mois, et 
le rendre ainsi accessible aux centrocytes issus de la prolifération dans la zone sombre. 
L’hypermutation somatique est un processus par lequel des mutations ponctuelles sont 
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introduites dans les régions variables des chaînes lourdes et légères du BCR suite à 
l’activation du BCR par liaison à un antigène et grâce à l’aide des LT dans le centre 
germinatif. Ces mutations se faisant au hasard, les mutations délétères sont responsables 
d’une diminution de l’affinité de l’antigène pour son BCR ; la sélection négative sera alors 
responsable de la mort de ces cellules. En revanche, les mutations positives sont responsables 
d’une augmentation de l’affinité de l’antigène pour son BCR et les cellules vont alors 
poursuivre leur maturation. Le but de ce processus est de permettre une sélection des 
lymphocytes B qui auront une meilleure affinité pour l’antigène, afin d’obtenir des anticorps 
plus efficaces et des cellules mémoires plus spécifiques. 
Seuls les centrocytes exprimant un récepteur de haute affinité pour les épitopes présentés par 
les cellules folliculaires dendritiques sont sélectionnés efficacement en captant l’antigène. Au 
contraire, si les mutations somatiques ne modifient pas l’affinité du BCR, ces cellules sont 
éliminées par apoptose. Suite à cette sélection, les centrocytes ayant capté l’antigène 
l’apprêtent et le présentent sous forme de peptides dans leurs molécules du CMH de classe II 
aux lymphocytes T helper folliculaires, présents spécifiquement au sein de la zone claire. Ces 
lymphocytes T helper folliculaires donnent alors des signaux de survie et de différenciation 
aux lymphocytes B, qui peuvent alors subir la commutation de classe. Ils maturent ensuite soit 
en plasmocytes, soit en  cellules B mémoires.  
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Figure 5. La formation des centres germinatifs, l’hypermutation somatique et le switch 
isotypique. 
 
Adapté de Klein U, Nature Reviews Immunology, 2008. 
 
 
Les fonctions effectrices des immunoglobulines dépendent des régions constantes des chaînes 
lourdes et varient selon les isotypes. Les IgM sont produites au cours de la réponse primaire, 
alors que les IgG, IgA ou IgE sont produites au cours d'une réponse secondaire. Au cours du 
changement d'isotype ou commutation de classe, la partie variable réarrangée en VDJ va être 
rapprochée d’un nouveau segment constant codant pour les domaines constants d'une classe 
d'immunoglobuline différente par un processus de recombinaison somatique. Ainsi les 
lymphocytes B issus des centres germinatifs où ils ont subi une hypermutation somatique et 
une commutation isotypique, seront des lymphocytes B mémoires et des plasmocytes d’un 
nouvel isotype et pourront fournir des cellules effectrices de la réponse humorale secrétant les 
anticorps. Les cellules B mémoires constituent un groupe de cellules à longue durée de vie, 
capables de persister à l’état quiescent sans proliférer. Elles n’expriment en général plus 
d’IgD, ont commuté (expriment un autre isotype) et peuvent avoir des localisations 
préférentielles telles que les muqueuses pour les cellules ayant commuté pour produire des 
IgA. Les cellules mémoires ont la faculté de répondre très rapidement à des pathogènes. Les 
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plasmocytes, exprimant CD38 et CD138, sont les cellules effectrices de la réponse 
immunitaire humorale. Ce sont des cellules de production et de secrétion d’anticorps à 
destination de l’ensemble de l’organisme.  
 
En ce qui concerne les lymphocytes B de la zone marginale, ils interviennent dans les 
réponses indépendantes de la coopération avec les lymphocytes T. Ces lymphocytes 
produisent des anticorps « naturels », polyréactifs, de faible affinité et constituent une défense 
antimicrobienne de première ligne. On en distingue deux types, les lymphocytes B de la zone 
marginale folliculaire de la rate et les lymphocytes B1 présents principalement au niveau de la 
cavité péritonéale. Alors que les lymphocytes B1 représentent une population plus homogène 
chez la souris, bien distincte des lymphocytes B2 folliculaires et des B de la zone marginale, 
leur phénotype et leur origine sont plus débattus chez l’homme (cf. chapitre ci-dessous 
« Lymphocytes B1 »). 
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1.3 Lymphocytes B1  
 
Il existe deux populations de lymphocytes B chez la souris, les lymphocytes B1 et B2 (Figure 
6)(27). Les lymphocytes B2 normaux sont issus de la moelle osseuse, subissent une sélection 
négative, circulent dans les organes lymphoïdes, subissent l’hypermutation somatique et la 
commutation isotypique, avec une production d’anticorps de forte affinité et la persistance de 
cellules B mémoires. Les lymphocytes B1 sont en revanche localisés dans la cavité 
péritonéale et pleurale, produisent des anticorps IgM « naturels » avec une faible affinité et 
une polyréactivité (27). Ils expriment un répertoire de BCR très large, avec une 
reconnaissance des autoantigènes et des antigènes microbiens multiples. Cette capacité à 
reconnaitre le Soi suggère une différence fondamentale dans l’ontogénèse de ces cellules en 
comparaison avec les lymphocytes B2; l’ontogénèse des lymphocytes B1 étant beaucoup 
moins connue. Les lymphocytes B1 avec un BCR qui reconnait les autoantigènes pourraient 
même subir une sélection positive, alors que leur faible affinité pour un antigène du Soi 
permet d’éviter la sélection négative. On distingue chez la souris deux types de lymphocytes 
B1, les B1-a qui sont des cellules CD5+ et les B1-b qui n’expriment pas ce CD (28). Bien que 
d’autres marqueurs pouvant différencier ces 2 sous-populations ont été identifiés, tel que le 
CD43, CD11b et Ly49, des études complémentaires restent nécessaires pour le confirmer. Si 
les B1-a exercent une réponse à plusieurs pathogènes, tels que S. pneumoniae, virus influenza, 
Francisella tularensis, les B1-b quant à eux ont une réponse Ag-dépendante à Salmonella 
Typhi, B. hermsii et S. pneumoniae. Leur capacité à reconnaitre des autoantigènes leur permet 
de jouer un rôle dans l’élimination des corps apoptotiques ou des débris incluant des 
molécules du soi. Ces cellules sont capables de présenter un antigène et de polariser la 
différenciation des lymphocytes T. Les B1-a exprimant le CD5 ont une moindre sensibilité à 
l’apoptose induite par la stimulation du BCR, à la différence des B2 des zones marginale et 
folliculaire. Cette particularité pourrait rendre compte d’un des mécanismes de survie de ces 
cellules autoréactives, mais aussi soulève l’importance de l’expression du CD5 dans la survie 
dépendante du BCR.  
A la différence de ce qu’on observe chez la souris, l’existence et la caractérisation des 
lymphocytes B1 chez l’homme reste controversée et relativement peu étudiée. Les 
lymphocytes CD19+CD5+ capables de secréter des IgM polyréactives ont été mis en évidence 
chez l’homme, néanmoins l’expression du CD5 est clairement insuffisante pour caractériser 
cette sous-population spécifique chez l’homme (29). Ainsi 15-30% de lymphocytes B sont 
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positif pour le CD5 chez l’homme, et moins de 1% chez la souris. Chez l’homme, des 
lymphocytes CD5- sont également capables de secréter des IgM polyréactives, et d’autres 
sous-populations humaines, telles que les B transitionnels expriment le CD5. Certaines études 
analysant l’expression génique et les similitudes phénotypiques avaient rapproché la sous-
population de lymphocytes B humains, IgM+IgD+CD27+, des B1 murins. Cependant, à la 
différence des B1 chez la souris, cette sous-population exprime un répertoire polyréactif 
divers à l’exclusion (l’exception ?) des BCR autoréactifs. Une autre sous-population humaine, 
les lymphocytes B CD21lowIgMhiFCRL4+, présente des similitudes avec les B1 murins, et 
notamment la capacité à secréter des anticorps IgM. Enfin, une sous-population 
CD20+CD27+CD43+CD70- exprimant le CD5 a été décrite comme l’équivalent d’un B1 
humain. Cependant, plusieurs équipes ont montré que cette population pourrait correspondre à 
un phénotype précédant les plasmablastes, eux-mêmes précurseurs des plasmocytes, qui sont 
les lymphocytes sécréteurs d’anticorps (30 , 31 ). 
 
Figure 6. Phénotypes des lymphocytes B-1, B-2 et des lymphocytes B régulateurs chez la 
souris. 
 
Adapté de Baumgarth N, Nature 2011. 
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1.4 Physiopathologie de la LLC  
1.4.1 Origine cellulaire des lymphocytes B de LLC 
 
L’origine cellulaire et la cascade d’évènements conduisant au développement du lymphocyte 
B-LLC restent encore non élucidées, malgré un certain nombre d’hypothèses 
physiopathologiques.  
Le lymphocyte B-LLC n’est pas une cellule anormale sur le plan phénotypique, puisque l’on 
retrouve dans la différenciation normale B un lymphocyte non-clonal avec une expression 
similaire (CD19+CD5+CD23+). L’origine cellulaire des lymphocytes B-LLC reste 
controversée, mais la capacité à générer les cellules B clonales pourrait être présente au stade 
des cellules souches hématopoïétiques. Ainsi, le transfert de cellules souches CD34+CD38- 
issues de patients atteints de LLC dans une souris « non-obese diabetic » (NOD) NOD/RAG-
1-/-IL2rgnull permet de générer des lymphocytes CD5+ exprimant les marqueurs membranaires 
habituels de B-LLC, à la différence des cellules souches issues de témoins sains produisant 
uniquement des lymphocytes B polyclonaux (32). 
Le lymphocyte B-LLC correspond ainsi sur le plan phénotypique aux lymphocytes B matures, 
une des sous-populations circulantes de cellules B. L’hypothèse d’une expérience antigénique 
tient au fait qu’il existe deux formes de B-LLC, dont une forme avec des gènes IgVH ayant 
subi l’hypermutation somatique qui se produit au niveau des centres germinatifs après la 
rencontre avec un antigène. Par conséquence, le modèle actuel indique que les cellules de 
LLC avec des immunoglobulines mutées dériveraient de cellules B mémoires d’origine post-
centre germinative. On considère ainsi que l’origine cellulaire serait commune à toutes les 
formes de LLC, avec une rencontre antigénique T-dépendante pour les formes LLC avec des 
gènes IgVH mutés. Une autre lignée cellulaire B pourrait avoir une ontogénèse indépendante 
des centres germinatifs, et ainsi présenter un profil d’immunoglobulines non-mutées en 
l’absence de rencontre antigénique dans les centres germinatifs. Cette hypothèse est confortée 
par l’auto-réactivité des cellules B-LLC avec un statut non-muté qui associe ces cellules à des 
lymphocytes B résidants dans la zone marginale. En effet, la poly/autoréactivité des anticorps 
produits par les cellules B-LLC avec un statut non-muté l’apparente à la lignée murine B1a, 
avec le marqueur CD5 à la surface, une immunoglobuline non-mutée et un fort potentiel de 
transformation.  
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D’autre part, en comparaison avec les B-LLC exprimant des immunoglobulines mutées, les 
patients ayant des cellules B-LLC avec des immunoglobulines non-mutées présentent plus 
fréquemment d’autres mutations, en accord avec l’évolution clinique péjorative de ces 
patients. L’analyse génétique au cours du temps en cas de rechute a montré l’existence de 
mutations sous-clonales (p.e SF3B1, TP53), correspondant à des événements plus tardifs de 
l'évolution de la LLC et à la différence de mutations  précoces ou dominantes (ou mutations 
pilotes) sous forme clonale (p.e MYD88, trisomie du chromosome 12 et del(13q)) (11). Les 
anomalies génétiques sont à l’origine de la population clonale et les techniques récentes de 
séquençage de l’exome entier ont montré l’importance des altérations génétiques au cours de 
la progression tumorale tout en caractérisant certains des gènes impliqués. Ainsi, en analysant 
538 patients présentant une LLC, 44 mutations clonales ont été mises en évidence. Ces 
mutations ont révélé des voies cellulaires impliquées dans la tumorigènese de la LLC, comme 
par exemple la voie modulant l’activité de MYC (les mutations PTPN11 et FUBP1), la voie 
de prolifération MAPK-ERK (mutations BRAF, MAP2K1, RAS), celle de modifications de la 
chromatine (gènes ASXL1, HIST1H1B, BAZ2B) et de l’activation B (TRAFβ, TRAFγ et 
CARD11).  
 
1.4.2 Rôle de la stimulation antigénique du BCR 
Les analyses transcriptomiques ont montré une signature génique de la LLC différente des 
autres hémopathies lymphoïdes (33, 34). L’analyse de l’expression génétique des régions 
IgVH a permis de différencier des patients avec des IgVH mutés et non-mutés et des 
différences d’expression génique selon le statut mutationnel, montrant ainsi l’importance de la 
signalisation du BCR dans le profil évolutif de l’hémopathie. 
La stimulation du BCR est cruciale au développement, à la prolifération et la survie du 
lymphocyte B normal. Dans les modèles animaux, un fort signal du BCR est à l’origine de la 
prolifération d’une population CD5+, à l’image de la LLC (35). Les souris CD19-/-, Btk-/- ou 
vav-/- présentent une déplétion en lymphocytes B CD5+ (36, 37). La stimulation antigénique 
est l’une des caractéristiques majeures des lymphocytes B-LLC qui permet d’expliquer leur 
capacité d’expansion et de survie cellulaire. Bien que les cellules B-LLC présentent une faible 
expression des immunoglobulines de surface, l’analyse du phénotype des cellules de B-LLC 
montre que celles-ci expriment, de façon inhérente, un certain nombre de marqueurs 
d’activation tels que le CDβγ, CDβ5, et fréquemment le CD69, le CD71 et le CD27. Après 
stimulation in vitro par un anti-IgM, l’apoptose des cellules B-LLC est significativement 
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réduite de 50-60% pour les patients dont les lymphocytes répondent à la stimulation, alors que 
les lymphocytes ne répondant pas à la stimulation ne montrent pas d’augmentation de survie 
(Figure 7)(38). Les patients dont les cellules ne présentent pas d’augmentation de la survie 
cellulaire in vitro à une stimulation du BCR (= non-répondeurs) présentent également des 
facteurs de bon pronostic, avec une maladie non évolutive, à la différence de ceux dont les 
cellules ont une réponse cellulaire suite à une stimulation (= répondeurs).  
 
Figure 7. La réponse à la stimulation du BCR in vitro identifie 2 groupes de patients. 
 
 
Les lymphocytes B-LLC ayant une réponse à la stimulation du BCR par l’Ag ont une survie cellulaire 
augmentée, à la différence des lymphocytes B-LLC non-répondeurs qui subissent une apoptose.  
 
 
Les niveaux d’expression cellulaire des immunoglobulines sont plus importants chez ces 
patients répondeurs à la stimulation du BCR, de même que l’expression des différentes 
protéines effectrices de la signalisation du BCR, telles que Syk et ZAP-70 (Figure 8)(39). De 
plus, la capacité de réponse cellulaire in vitro à la stimulation du BCR est associée à 
l’évolution clinique des patients : les patients « répondeurs » en termes de survie cellulaire 
ayant une survie globale significativement réduite par rapport aux patients « non-répondeurs » 
à la stimulation du BCR (Figure 9)(39). 
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Figure 8. Différence de niveaux d’expression de protéines de signalisation. 
 
Les niveaux d’expression cellulaire de différents effecteurs de la signalisation du BCR, tel que Syk et 
ZAP-70, sont plus importants chez les patients dont les lymphocytes B-LLC sont dits « répondeurs » à 
la stimulation du BCR par comparaison aux lymphocytes leucémiques dits « non-répondeurs ». 
Adapté de Le Roy C et al., Blood 2012. 
 
Figure 9. Survie des patients dont les lymphocytes répondent ou non à la stimulation du 
BCR in vitro. 
 
Adapté de Le Roy et al Blood 2012. 
Les patients « répondeurs » au niveau cellulaire à la stimulation du BCR (R) ont une survie globale 
réduite par rapport aux patients « non-répondeurs » in vitro à la stimulation du BCR (NR). 
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1.4.3 Prolifération et augmentation de survie des cellules B-LLC 
L’une des hypothèses initiales proposée pour expliquer l’amplification des cellules B-LLC 
était leur résistance intrinsèque à l’apoptose, avec une accumulation des lymphocytes B 
clonaux ayant une survie augmentée. En effet, une surexpression des protéines anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xl et Mcl-1) et la sous-expression des protéines pro-apoptotiques 
(Bax et Bcl-xs) sont habituellement retrouvées dans les lymphocytes B-LLC. Des travaux 
récents et, en particulier ceux de Messmer en 2005, ont montré qu’une activation est à 
l’origine de la prolifération cellulaire B-LLC (40). Une étude à l’aide de l’incorporation d’eau 
lourde (H2O2) dans l’ADN des cellules tumorales in vivo, a montré que la quantité de cellules 
leucémiques produite surpasse les taux rencontrés dans la génération de cellules B normales. 
Un taux de génération de cellules clonales serait même associé avec un profil clinique 
progressif, évoquant ainsi le fait qu’une sous-population clonale puisse s’établir dans une 
niche intégrant des signaux du microenvironnement au niveau de structures particulières 
appelées les centres de prolifération (ou pseudofollicules).  
 
1.4.4 Importance du microenvironnement dans la LLC 
La démonstration de l’influence du microenvironnement sur la survie de la cellule B-LLC est 
la mort spontanée des cellules cultivées ex vivo. L’ajout de lymphocytes, de « nurse-like 
cells » et de cytokines permet d’augmenter la survie cellulaire B-LLC in vitro (Figure 10). 
Parmi les cellules impliquées, on note un recrutement particulier des lymphocytes T CD4+ 
avec un phénotype CD40L+ dans les centres prolifératifs. Ce recrutement des lymphocytes T, 
dépendant des chimiokines CCL22 et CCL27, permettrait aux cellules B-LLC nichées dans 
les centres prolifératifs de recevoir des signaux de survie médiés par CD40L et l’IL-4 (41). Le 
rôle des lymphocytes T a été également démontré dans la survie des lymphocytes B-LLC dans 
des modèles de xénogreffe, où la survie des B-LLC est dépendante des T autologues (42). 
D’autres cellules du microenvironnement de grande taille, adhérentes, d’aspect fibroblastique 
et apparaissant phénotypiquement stromales (expression de Vimentin et STRO-1), les 
« nurse-like cells », jouent également un rôle important dans la survie des cellules B 
leucémiques. Ces cellules préviennent l’apoptose des lymphocytes B-LLC par un mécanisme 
dépendant du SDF-1 et de BAFF/APRIL (42). BAFF est un facteur de survie et de maturation 
des lymphocytes B périphériques et au cours de la progression de la LLC on note une 
augmentation des niveaux de BAFF. BAFF fait partie de la famille des cytokines du TNF-α 
parmi lesquels on compte également le TNF-α, le CD40L et APRIL. Il a été également 
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montré qu’en présence de cellules stromales et de la stimulation du BCR, les lymphocytes B-
LLC sont capables de secréter les chimiokines CCL3 et CCL4 qui pourraient activer 
l’interaction avec les lymphocytes T et ainsi participer à la survie du clone LLC (41, 43). La 
capacité à exprimer le CCL3 et le CCL4 serait plus importante dans les cellules de patients 
présentant des facteurs pronostiques péjoratifs, tel que ZAP-70(+), et pourrait être la 
conséquence de l’activation des lymphocytes B via  la présentation antigénique par les cellules 
stromales (41). Les lymphocytes B-LLC pourraient eux-aussi jouer un rôle dans l’induction 
de ces cellules stromales ; la culture de lymphocytes B normaux avec des cellules CD14+ 
n’induit pas ce sous-type particulier de cellules, à la différence de la coculture avec des B-
LLC (44).  
 
 
Figure 10. Différents signaux de survie exprimés par des lymphocytes T et les « nurses-
like cells. 
 
Adapté de Klaus Okkenhaug, Curr Top Microbiol Immunol 2016 (45) 
 
Le lymphocyte B LLC reçoit de multiples signaux de survie des cellules de son environnement, 
comme par exemple l’IL-4 et le CD40L des lymphocytes T ou le couple BAFF/APRIL des cellules 
stromales. 
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1.4.5 La migration des lymphocytes B-LLC 
Un ensemble de chimiokines joue un rôle clé dans la migration et le maintien de 
l’homéostasie des lymphocytes dans les organes lymphoïdes secondaires. Pour l’entrée des 
lymphocytes B naïfs dans les organes lymphoïdes, les chimiokines principalement impliquées 
sont CCR7 et CXCR4 (Figure 11) (46). Le CXCL13, secrété par les cellules dendritiques 
folliculaires, permet d’attirer les lymphocytes B naïfs dans les follicules alors que le CCL19 et 
le CCL21 sont les chimiokines attirant les lymphocytes T dans la zone T des organes 
lymphoïdes. Après activation par la rencontre avec l’Ag, l’expression de CCR7 par les 
lymphocytes B augmente, à l’inverse des cellules T, permettant ainsi l’établissement d’un 
gradient de migration différentiel des lymphocytes B et T. Pendant la formation des centres 
germinatifs, CXCR4 et CXCR5 jouent un rôle important dans la migration des lymphocytes 
entre les zones claires et foncées (Figure 11). 
 
Figure 11. Trafic intra-ganglionnaire des lymphocytes T et B. 
 
Certaines chimiokines jouent un rôle prépondérant dans la migration des lymphocytes B et T dans des 
zones distinctes, tels CXCL13 pour les cellules B et CCL19/21 pour les cellules T. 
Adapté de Turley SJ, Nature Rev Immunol, 2010 
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Adapté de Stein et al, Immunology 2005. 
 
Plusieurs axes de molécules chimio-attractives, CCL et CXCL (« chemokine ligand ») et leurs 
récepteurs spécifiques (CCR : « chemokine receptor »), semblent être impliqués dans la 
migration des cellules leucémiques, tel que CXCL12/CXCR4 et CCL21 ou CCL19/CCR7, 
CXCL13/CXCR5.  
L’axe CCL21 ou CCL19/CCR7 est impliqué dans la migration préférentielle des cellules B-
LLC vers les ganglions. L’expression du CCR7 par les B-LLC est plus importante que celle 
des cellules de sujets sains, et leurs niveaux d’expression sont plus importants en cas de stade 
Rai IV et dans le sang par rapport aux organes lymphoïdes (47). Un autre axe chimio-attractif 
a été montré important dans la LLC et comporte le CXCL13 et son récepteur CXCR5. Ce 
dernier est exprimé par les lymphocytes B matures et induit le recrutement de lymphocytes B 
dans les follicules. Il joue aussi un rôle prépondérant dans le cheminement des lymphocytes 
B-1. Au cours de progression de la LLC, l’expression de CXCR5 sur les B-LLC est 
augmentée, et suite à l’effet du CXCL13, principalement secrétée par les cellules « nurse-
like », on note une augmentation de la capacité migratoire des lymphocytes B (48, 49). 
L’axe CXCL1β/CXCR4 intervient dans la régulation de l’entrée des B-LLC dans la moelle 
osseuse et le ganglion. L’expression membranaire du CXCR4 et du CD62L après une 
stimulation du BCR par un anti-IgM diminue de façon différente selon les patients LLC dont 
les cellules sont issues. Les B-LLC ayant une diminution de l’expression du CXCR4 et du 
CD62L après une stimulation du BCR ont une capacité réduite de migration vers le CXCL12 
et une capacité d’adhésion diminuée, contribuant ainsi au maintien des B-LLC dans les 
Introduction 
34 
 
organes lymphoïdes (50). La diminution de l’expression membranaire du CXCR4 est liée à 
son internalisation après sa phosphorylation par la PKD ; cette dernière étant activée par la 
PI3K-δ, qui elle-même, est activée en réponse à une stimulation du BCR (51). L’expression 
de ces marqueurs CXCR4 et CD62L est corrélée à celle d’autres marqueurs de mauvais 
pronostic de la LLC, tel que le statut mutationnel des immunoglobulines, l’expression de 
ZAP-70 et la réponse cellulaire de survie à la stimulation du BCR (50). De plus, le taux de 
diminution de l’expression membranaire du CXCR4 en réponse à une stimulation du BCR est 
significativement lié à la présence d’adénopathies chez les patients, quels que soient leur 
statut mutationnel des IgVH.  
Dans la LLC plusieurs modèles démontrent un défaut de migration des B-LLC pour sortir des 
organes lymphoïdes, participant ainsi à l’accumulation croissante de ces cellules dans ces 
organes. Une hétérogénéité dans ce potentiel de migration, en termes de niveaux d’expression 
et de disponibilités des différentes chimiokines et de leurs récepteurs, pourrait ainsi également 
rendre compte de l’hétérogénéité dans l’évolution clinique des patients.  
 
En conclusion, de nombreux facteurs pourraient refléter l’hétérogénéité de l’évolution et de la 
réponse au traitement des patients atteints de LLC. Ainsi, les caractéristiques des cellules B-
LLC, en particulier en terme de réponse à la stimulation du BCR, la qualité du 
microenvironnement pour expliquer la résistance à l’apoptose, les mécanismes à l’origine de 
la migration et de la rétention des B-LLC sont autant de caractéristiques pouvant impacter 
l’évolution clinique et ainsi rendre compte de l’hétérogénéité des patients (Figure 12). 
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Figure 12. Modèle d’interaction des lymphocytes B clonaux avec leur environnement 
dans la LLC : facteurs prédictifs d’une maladie évolutive. 
 
 
Dans ce modèle d’interaction des lymphocytes B clonaux avec leur environnement, la 
signalisation médiée par le BCR joue un rôle clé dans la survie des cellules leucémiques, et 
l’interaction avec le microenvironnement participe à la rétention de ces lymphocytes dans les 
organes lymphoïdes, constituant ainsi un pool croissant de B-LLC à l’origine d’une maladie 
évolutive. 
D’après Cymbalista et al, John Libbey, 2012. 
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1.5 Lymphocytes B régulateurs 
  
1.5.1 Lymphocytes B régulateurs chez la souris 
Malgré les premiers travaux effectués dans les années 1970, où le transfert adoptif de 
lymphocytes B activés par un antigène induisait une tolérance chez la souris naïve, le 
potentiel immunomodulateur des lymphocytes B n’a été démontré que récemment (52). Les 
souris déficientes en lymphocytes B, immunisées contre la protéine basique de la myéline 
(MBP), développaient une encéphalite auto-immune évolutive. L’absence de lymphocytes B 
présentateurs d’Ag était considérée à l’origine d’un défaut d’activation (53). Par la suite, il a 
été montré que cette fonction passait par l’intermédiaire de l’IL-10. En effet, les souris 
chimériques avec des lymphocytes B déficients en IL-10 avaient une réaction inflammatoire 
Th-1 persistante, avec une encéphalite auto-immune évolutive (54). Dans les modèles de 
colite induite, d’encéphalite auto-immune expérimentale et d’arthrite au collagène, l’addition 
d’IL-10 permettait une amélioration de l’inflammation (54 , 55 , 56). Depuis, plusieurs 
phénotypes de cellules capables de secréter de l’IL-10 ont été décrits dans différents modèles 
cellulaires et après différentes stimulations. 
 
 Lymphocytes B précurseurs des cellules transitionnelles 2 de la zone marginale 
(T2-MZP) 
L’équipe de C. Mauri a montré que parmi les lymphocytes B spléniques, les lymphocytes B 
de la zone marginale correspondant au phénotype 
CD19+CD21hiCD23hiCD24hiIgMhiIgDhiCD1dhi (T2-MZP) étaient les principales cellules 
productrices d’IL-10 après une immunisation par le collagène de type II. Le transfert adoptif 
de ces cellules permettait de contrôler la survenue d’arthrite au collagène (57, 58). 
 
 Lymphocytes B10 
Par la suite, il a été montré qu’une autre sous-population de lymphocytes B spléniques (B10), 
avec un phénotype caractéristique CD5+CD1dhi, pouvait secréter de l’IL-10 (59, 60). Le 
transfert adoptif des lymphocytes B CD5+CD1dhi permettait de diminuer l’apparition et la 
gravité de l’arthrite au collagène et de l’encéphalite auto-immune (55, 61).  
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 Lymphocytes B TIM-1(+) 
Les protéines TIM (T cell Ig domain and mucin domain) sont une famille de molécules co-
stimulatrices habituellement exprimées par les lymphocytes T CD4+ activés et jouent un rôle 
important dans la différenciation de ces lymphocytes. Parmi ces protéines, la stimulation de 
TIM-1 avec un anticorps de faible affinité (RMT1-10) inhibe le développement d’encéphalite 
auto-immune, alors qu’un anticorps anti-TIM-1 de forte affinité induit une polarisation Th-1 
et Th-17 et l’inhibition de lymphocytes T régulateurs (62).  
Récemment, il a été montré chez la souris que les lymphocytes B expriment également TIM-
1, et l’expression de TIM-1 est observée dans une large majorité de cellules B régulatrices IL-
10 (+) (63). Les lymphocytes B TIM-1(+) induisent une différenciation Th-2, et leur transfert 
adoptif prévient le rejet de greffe. 
  Autres phénotypes B régulateurs 
D’autres phénotypes de lymphocytes B régulateurs dotés d’une capacité à secréter l’IL-10 ont 
été décrits chez la souris (64). Les cellules dendritiques auraient la capacité d’induire une 
sous-population de lymphocytes B régulateurs sécréteurs d’IL-10, les CD19hiFCɣRIIbhi (65). 
Récemment, une sous-population B PD-L1hi a été montrée avec des capacités régulatrices 
indépendantes de l’IL-10, mais capable d’inhiber l’expansion des lymphocytes T follicular 
helper (TFH). Les lymphocytes TFH sont une sous-population de lymphocytes T CD4+ qui 
aident à la prolifération, la commutation isotypique et l’hypermutation somatique du 
lymphocyte B. Les lymphocytes TFH circulants dans le sang périphérique sont caractérisés par 
l’expression de CXCR5 et PD-1high. Ces lymphocytes sont capables de secréter l’IL-21, qui 
joue un rôle important dans l’expansion et la différenciation en plasmocytes des lymphocytes 
B, et le blocage de l’IL-21 dans une co-culture de lymphocytes B réduit la secrétion des 
immunoglobulines par les lymphocytes B. Le transfert adoptif de cette sous-population dans 
le modèle animal d’encéphalite auto-immune induite, immunisé par la MBP permet de réduire 
la gravité de la pathologie (66). Alors que les lymphocytes B régulateurs chez la souris sont 
majoritairement mis en évidence dans la rate, les plasmablastes CD138+CD44hi des ganglions 
auraient également la capacité d’exprimer de l’IL-10, et seraient capables d’inhiber 
l’encéphalite auto-immune induite (67). 
Introduction 
38 
 
 
1.5.2 Lymphocytes B régulateurs chez l’homme 
1.5.2.1 Phénotype des Lymphocytes B régulateurs 
Plusieurs travaux chez l’homme ont également montré la capacité des lymphocytes B à 
secréter de l’IL-10. Plusieurs sous-populations ont été décrites, parmi lesquelles 
principalement les CD24hiCD38hi (68, 69) et les CD24hiCD27+ (70). Cependant, il est 
important de considérer que ces études ont évalué la capacité de secrétion de l’IL-10 par les 
lymphocytes B en réponse à une pré-stimulation in vitro de 48-72 heures avec un facteur 
soluble (anti-IgM ± CD40L) ou cellulaire (lignée cellulaire CHO exprimant le CD40L) qui est 
associée, dans la majorité des cas, à une stimulation de plusieurs heures avec du PIB (PMA, 
ionomycine et bréfeldine). Les membres de l’équipe d’Iwata ont montré qu’après une 
stimulation par les CPG, PMA, ionomycine et bréfeldine pendant 5 heures, 0.8 ±0.1% des 
lymphocytes B exprimaient l’IL-10 (70) (Figure 13). En réponse à une stimulation de 48 
heures avec le CD40L et le CPG, et l’addition de PIB pendant les 5 dernières heures, 7±1.4% 
des lymphocytes B étaient alors capables d’exprimer l’IL-10 (Figure 11). Les lymphocytes B 
IL-10(+) exprimaient de façon plus importante les marqueurs CD1d, CD19, CD20, CD21, 
CD23, CD24, CD25, CD27, CD38 par comparaison aux lymphocytes B IL-10 (-); la majorité 
des lymphocytes B IL-10(+) ayant une expression largement augmentée du CD24 et CD27. 
Après purification cellulaire, l’expression d’IL-10 était 10 fois plus importante dans la sous-
population CD24hiCD27+, avec un taux moyen de 3,4%, par rapport à la sous-population 
CD24lowCD27-. La capacité des sous-populations CD24hiCD27+ et CD24lowCD27- à inhiber 
l’expression du TNF-α par les T CD4+ étaient en revanche similaire. L’inhibition n’était pas 
restaurée après addition d’anti-IL-10, suggérant que le mécanisme d’inhibition des T CD4+ 
par les lymphocytes B soit indépendant de l’IL-10. En revanche, la sous-population 
CD24hiCD27+, en comparaison avec les lymphocytes B CD24lowCD27-, avait une capacité 
plus importante à inhiber la production du TNF-α par les monocytes avec un effet dépendant 
de l’IL-10 produit (effet restauré après addition d’anti-IL10) (70). 
 
Figure 13. Lymphocytes B régulateurs CD24hiCD27+ et inhibition des secrétions des 
monocytes et des lymphocytes T CD4+ par ces lymphocytes B. 
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Les lǇŵphoĐǇtes B soŶt Đapaďles d’eǆpƌiŵeƌ l’IL-10 après une stimulation de 5 heures (B10) et 48 
heures (B10+B10pro). 
 
Les lymphocytes B capables de secƌéteƌ l’IL-10 sont caractérisés par un phénotype CD24hiCD27+. 
 
 
Les lymphocytes CD24highCD27+ comparativement aux CD24lowCD27-, sont capables d’inhiber la 
secrétion de TNF-α par les monocytes, mais n’inhibent pas la secrétion de TNF-α par les lymphocytes 
T CD4+. 
Adapté d’Iwata et al., Blood 2013 
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Blair et al., ont décrit en 2010 un autre phénotype pour les lymphocytes B régulateurs, les 
cellules CD24hiCD38hi, ayant la capacité d’exprimer l’IL-10 (68). La fréquence des cellules 
IL-10(+) était plus importante parmi les lymphocytes B CD24hiCD38hi, en comparaison avec 
les CD24hiCD38- et les CD24intCD38int (Figure 14). Les lymphocytes B CD24hiCD38hi 
avaient la capacité d’inhiber la production de TNF-α et d’IFN-Ȗ par les lymphocytes T CD4+. 
Cette capacité était dépendante de l’IL-10, de l’expression du CD80 et CD86, comme 
démontré par l’utilisation d’anticorps bloquants contre un de ces marqueurs (Figure 14). Par 
la suite, la même équipe a montré qu’en présence de CD24hiCD38hi on notait une 
augmentation des lymphocytes T CD4+CD25+ exprimant le FOXP3, avec une capacité à 
supprimer la prolifération des lymphocytes T CD4+CD25-CD127+ autologues (69). Cette 
capacité à induire les lymphocytes T CD4+CD25+CD127+FOXP3 était en partie dépendante 
de l’IL-10 ; la présence d’anticorps bloquants anti-TGF-ȕ1, anti-CD86 ou anti-CD80 n’avait 
pas d’effet sur cette capacité des cellules B CD19+CD24hiCD38hi. 
 
 
Figure 14. Lymphocytes B régulateurs CD24hiCD38hi et inhibition des secrétions des 
lymphocytes T CD4+ par ces lymphocytes B. 
 
 
Les lymphocytes B CD24hiCD38hi ont une expression d’IL-10 plus importante par comparaison aux B 
CD24hiCD38- et CD24intCD38int 
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En co-culture avec les T CD4+, les lymphocytes B CD24hiCD38hi ont une capacité d’inhibition de la 
production de TNF-α et d’IFN-ɣ par les T CD4+ plus importante par rapport aux B CD24hiCD38- et 
CD24intCD38int 
 
 
L’inhibition de TNF-α et d’IFN-ɣ des T CD4+ par les lymphocytes B CD24hiCD38hi est dépendante  
de l’IL-10, de CD80 et CD86, mais pas de TGF-ȕ1. 
Adapté de Blair et al., Immunity 2010. 
 
Une autre équipe a également montré qu’une sous-population B 
CD19hiIgD+CD38hiCD24hiCD5+, après stimulation du CD40 avait une capacité à secréter de 
l’IL-10 (71). Cette sous-population était capable d’inhiber la production de TNF-α et d’IFN-Ȗ 
par les lymphocytes T CD4+ ; inhibition dépendante de l’IL-10. 
D’autre part, Matsumoto et al., ont montré que la stimulation des lymphocytes B purifiés par 
le CPG, l’IL-2/IL-6 et l’IFN-Ȗ permettait d’induire des sous-populations CD27hiCD38+ et 
CD27intCD38+ (67) (Figure 15). Après purification, la sous-population des plasmablastes 
CD27intCD38+ exprimait plus d’IL-10 par rapport aux autres sous-populations exprimant 
différents niveaux de CD27 et CD38. Ces plasmablastes étaient principalement issues des 
lymphocytes B naïfs (CD24lowCD27-CD38-), alors que les plasmablastes CD27hiCD38+ 
étaient issues des lymphocytes B mémoires (CD24hiCD27+CD38- et CD38low).  
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Figure 15. Phénotype des lymphocytes B régulateurs CD27intCD38+. 
 
Adapté de Matsumoto et al., Immunity 2014. 
 
A ce jour, une seule équipe a montré la capacité d’une sous-population de lymphocytes B à 
exprimer de l’IL-10, en absence de toute stimulation préalable. Ces cellules sont des 
lymphocytes CD11b+B1 (CD3-CD20+CD27+CD43+CD11b+) (Figure 16). Les T CD4+, en co-
culture avec cette sous-population, montrent une inhibition de la secrétion de TNF-α par les T, 
alors que cette régulation n’existe pas en présence des lymphocytes B CD11b- (72) ; cet effet 
étant directement lié à l’action de l’IL10.  
 
Figure 16. Phénotype de lymphocytes B régulateurs CD11b+. 
 
Les lymphocytes CD11b+B1 (CD3-CD20+CD27+CD43+CD11b+) sont majoritairement responsables de 
l’expression d’IL-10. 
Adapté de Griffin et al., , Mol Medicine 2012. 
 
Une sous-population de lymphocytes B PD-L1hi, ayant un profil de B naïfs (CD19+CD10-
CD21+CD27-) et, persistante après un traitement de déplétion avec du rituximab, pourrait 
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également avoir une capacité régulatrice qui est indépendante de l’IL-10 etpermet d’inhiber 
les lymphocytes TFH via  PD-L1 (66). 
 
L’ensemble des différentes études décrites ci-dessus a principalement analysé la capacité 
d’expression de l’IL-10 par les lymphocytes B après stimulation in vitro. De plus, elles ont 
permis de déterminer un phénotype éventuellement associé à une expression plus importante 
d’IL-10. Cependant, la caractérisation des cellules IL-10(+) et leur étude fonctionnelle restent 
un véritable défi du fait de la nécessité de la fixation et la perméabilisation des cellules 
permettant un marquage intracellulaire de la cytokine. Une étude récente a décrit une nouvelle 
méthode de purification des cellules IL-10(+) à l’aide d’un cocktail anti-cytokinique (Miltenyi 
Biotec) après stimulation des lymphocytes B par un anti-IgM et du CPG (73). Les cellules IL-
10(+) purifiées présentaient une augmentation des ARNm du CD25, CD71 et PD-L1, avec 
une diminution de l’expression du CD73. Les cellules CD25+CD71+CD73- avaient une 
expression plus importante d’IL-10, ainsi que la capacité d’inhiber la prolifération cellulaire T 
(74). Une étude transcriptomique entre les lymphocytes B IL-10(+) et IL-10(-) montrait que 
0,7% transcrits étaient différentiellement exprimés. Parmi ces derniers, l’ARNm codant pour 
le CD11c était significativement diminué dans les cellules IL-10(+). Les lymphocytes B 
CD11c- ont montré une expression d’IL-10 significativement plus importante comparée à 
celles de lymphocytes B CD11c+. Le pourcentage de lymphocytes B CD38+CD27- était 
également plus important dans la culture des lymphocytes B IL-10(+) purifiés que dans celle 
des lymphocytes B IL-10(-). En revanche, la fréquence des B CD38+27+ secrétrices 
d’immunoglobulines était significativement plus importante dans la culture des lymphocytes 
B IL-10(-) (73). Les cellules B exprimant l’IL-10 pourraient ainsi avoir un profil 
correspondant à une évolution des lymphocytes mémoires des centres germinatifs, à la 
différence des lymphocytes B IL-10(-) ayant plutôt celui de plasmocytes secréteurs 
d’immunoglobulines.  
Ainsi, en l’absence d’un marqueur phénotypique caractéristique consensuel, les lymphocytes 
B régulateurs semblent constituer une sous-population de lymphocytes B avec des 
caractéristiques immunorégulatrices. De plus, ils peuvent représenter des cellules B ayant une 
certaine capacité dans un contexte cytokinique spécifique à acquérir des fonctions 
immunorégulatrices en réponse à une stimulation particulière, à l’image de la plasticité des 
lymphocytes T CD4+ Th-1/Th-2. 
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Tableau 4. Différents phénotypes de lymphocytes B régulateurs chez la souris et chez 
l’homme. 
Type de 
lymphocytes B 
régulateurs 
Phénotype 
chez la souris 
Phénotype 
chez l’homme 
Références 
B précurseurs 
de la zone 
marginale (T2-
MZP) 
CD19+CD21hiCD23hiCD24hiIgMhiIgDhiCD1dhi - (57, 58) 
B immatures - CD19+CD24hiCD38hi (68, 69, 75) 
B10 
 
CD5+CD1dhi CD19+CD24hiCD27+ (55, 59, 60, 
64, 70) (61). 
CD11b+ - CD20+CD27+CD43+CD11b+ (72) 
B TIM-1+ CD19+ TIM-1+ - (62, 63) 
Br1 - CD25+CD71+CD73- (74) 
Plasmablastes CD138+CD44hi CD27intCD38+ (67) 
B naïfs - CD19+PD-L1hi (66) 
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1.5.2.2 Voies d’induction ou d’activation de la capacité régulatrice des lymphocytes B 
Plusieurs voies de stimulation sont actuellement décrites pour induire la capacité 
immunorégulatrice des lymphocytes B, telle que la stimulation du CD40 (71), du BCR (76), 
des récepteurs Toll (Toll-Like Receptors, TLRs) (76) et de l’IL-21 (77). 
 
Figure 17. Voies effectrices des différents facteurs immunorégulateurs produits par les 
lymphocytes B. 
 
L’induction de la secrétion d’IL-10 et de TGF-ȕ1 peut être dépendante de différentes voies, telles que 
celles du CD40-CD40L, du BCR ou encore de l’IL-21-IL-21R pour la secrétion de Granzyme. 
 
 Signal CD40 
Le CD40 est une protéine membranaire, membre de la famille des récepteurs de TNF. De 
nombreuses études ont montré que l’interaction CD40-CD40L (CD154) est essentielle à 
l’activation de lymphocytes B régulateurs. Le CD40, exprimé par les lymphocytes B, interagit 
spécifiquement avec son ligand, le CD40L, présent à la surface des lymphocytes T. La souris, 
déficiente en TCR-α, développe une colite ulcérative. Si le transfert de lymphocytes B issus 
de souris déficiente pour le CD40 (ou de lymphocytes B prétraités par un anticorps anti-
CD40) ne prévient pas l’apparition de la colite, le transfert de lymphocytes B issus de souris 
exprimant le CD40 évite l’apparition de la pathologie (78). Dans le modèle murin d’arthrite 
au collagène, l’ajout d’anti-CD40 permet d’inhiber la réponse Th-1 par l’intermédiaire de 
l’IL-10 (55). La stimulation du CD40 par les fibroblastes transfectés avec le CD40L permet 
également d’induire l’expression d’IL-10 par les lymphocytes B, avec un effet synergique par 
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addition d’anti-IgM ou de CPG. La capacité des lymphocytes B régulateurs à inhiber la 
prolifération des lymphocytes T est ainsi diminuée en présence d’un anticorps bloquant anti-
CD40L (71). En co-culture avec la lignée CHO exprimant le CD40L, on peut également noter 
une induction de l’expression d’IL-10 par les lymphocytes B CD24hiCD38hi, alors qu’aucune 
induction d’IL-10 n’est observée avec des CHO n’exprimant pas CD40L (68). De même, on 
observe un défaut d’induction de l’expression d’IL-10 par les lymphocytes B CD24hiCD38hi 
en co-culture avec les T CD4+ lorsque l’on est en présence d’un anticorps bloquant anti-
CD40L (68). Enfin, après la stimulation par le CPG, l’addition du CD40L à une culture de 
lymphocytes B purifiés permet d’augmenter significativement l’expression de l’IL-10 par ces 
derniers (70). 
 
 Signal BCR 
Le signal du récepteur à l’antigène (BCR) est une voie importante pour l’activation et la 
prolifération du lymphocyte B, et pourrait également être importante pour l’induction des 
fonctions régulatrices. Dans un modèle d’encéphalite auto-immune, l’expression du CD19 (un 
corécepteur nécessaire au signal généré par le BCR) est directement liée à la production d’IL-
10 ; en absence de CD19 on note une exacerbation de la maladie (61). La stimulation du BCR 
entraine l’activation de la PLC-Ȗβ à l’aide de l’adaptateur BLNK, participant ainsi au 
maintien du signal calcique suivant une activation SOCE dépendante de STIM1 et STIM2. 
Les souris déficientes pour STIM ont une encéphalite auto-immune exacerbée, avec un défaut 
de secrétion d’IL-10 (Figure 18)(79). Les souris BLNK-/- ont également un défaut de 
production d’IL-10 et une hypersensibilité allergique de contact accrue (80). Les mécanismes 
par lesquels le signal calcique pourrait réguler l’expression d’IL-10 feraient intervenir le 
facteur de transcription NFAT1 qui est déphosphorylé par la calcineurine dont l’activation 
dépend du signal calcique. Néanmoins, la nécessité de la stimulation antigénique pour 
l’activation des lymphocytes B régulateurs reste à être démontrée. Ainsi, l’addition d’anti-
IgM à la culture de lymphocytes B avec le CD40L et/ou le CPG ne modifie pas le 
pourcentage de cellules B exprimant l’IL-10 (70). Néanmoins, les taux d’IL-10 dans les 
surnageants de culture de lymphocytes B stimulés par le CPG et l’anti-IgM sont plus 
importants qu’avec le CPG, l’anti-IgM ou le CD40L appliqués seuls (81). L’induction de la 
secrétion d’IL-10 par la stimulation du BCR pourrait également être dose-dépendante, avec 
Introduction 
47 
 
une induction plus importante d’IL-10 avec de fortes doses d’anti-IgM en comparaison à la 
stimulation par le CPG (82).  
 
Figure 18. Les voies de signalisation induite par la stimulation du BCR. 
 
En présence de son co-récepteur CD19, l’activation du BCR induit l’activation de différentes protéines 
effectrices et la transcription régulée notamment par le calcium. 
 
Adapté de Niiro Nat Rev 2002 (83). 
 
 Signaux TLR  
Les Toll-like receptors (TLRs) sont des récepteurs qui reconnaissent des motifs microbiens, et 
jouent donc un rôle essentiel dans la défense antimicrobienne. Il a été également montré que 
l’activation des TLR peut contribuer au développement de la réponse anti-inflammatoire et 
auto-immune, mais l’effet peut être variable selon le type de TLR activé (Figure 19). La 
prévention du développement du diabète chez les souris NOD après le transfert de 
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lymphocytes B activés par le lipopolysaccharide (LPS) a argumenté le rôle de l’activation de 
la voie TLR dans l’induction de la réponse anti-inflammatoire des lymphocytes B (84). Les 
souris invalidées pour MyD88 (molécule de signalisation des lymphocytes B et effectrice des 
TLRs), TLR2 ou TLR4 sur les lymphocytes B développent une encéphalite auto-immune 
(85). Il a été également montré que des lymphocytes B humains activés par le TLR9 sont 
capables d’inhiber la prolifération des lymphocytes T, ainsi que leur production d’IFN-Ȗ, 
notamment par le biais de l'IL-10 (76). La stimulation des lymphocytes B par la voie TLR9 
(CPG) en présence de CD40L permettrait ainsi d’induire l’expression d’IL-10 et la capacité 
d’inhibition de la prolifération des lymphocytes T CD4+ par les lymphocytes B, de manière 
plus importante que celle générée par la stimulation du BCR (anti-IgM), alors que la 
stimulation par le CPG seul serait insuffisante à induire l’expression d’IL-10 (71). Des 
travaux ont précisé que l’induction de l’expression de l’IL-10 par la voie des TLRs est aussi 
dépendante des effecteurs de signalisation tels que Syk, Btk et PI3K qui sont des effecteurs de 
la voie BCR (82). 
 
Figure 19. Voies de signalisation des TLRs. 
 
Adapté d’Isaza-Correa et al. Journal of Hematology and Oncology 2014 (86). 
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 Autres voies d’induction 
Plus récemment, d’autres voies de stimulation ont été décrites pour induire l’expression de 
l’IL-10. Chez la souris, la culture des lymphocytes B spléniques in vitro avec de l’IL-21 
permet d’augmenter le nombre de lymphocytes B IL-10(+), de façon similaire à une 
stimulation avec du LPS ; cette augmentation de l’expression d’IL-10 est caractéristique des 
cellules B CD1dhiCD5+ et pas les CD1dlowCD5- (Figure 20)(77). Les cellules B CD1dhiCD5+ 
après stimulation par l’IL-21 ont la capacité d’inhiber la prolifération des cellules T CD4+ et 
Th-17 (77). Au cours de l’infection par le VIH, les T CD4+ sont capables d’induire 
l’expression de Granzyme B par les lymphocytes B. Cette activation dépend de la stimulation 
par l’IL-21, alors que celle par le CD40L inhibe l’expression de Granzyme B (87). L’IL-21, 
synthétisée par les T CD4+ stimulés uniquement par anti-CD3, permettrait la commutation 
isotypique et la différenciation des lymphocytes B naïfs en plasmocytes, alors que son action 
serait plus limitée en ce qui concerne les lymphocytes B mémoires (88). 
Une autre stimulus, tel que BAFF, pourrait également augmenter l’expression d’IL-10 par les 
lymphocytes B. BAFF est un facteur de survie et de maturation des lymphocytes B 
périphériques. En présence de BAFF soluble, les lymphocytes B purifiés stimulés par le CPG 
ont une capacité accrue à secréter l’IL-10, la seule présence de BAFF n’étant pas suffisante à 
cette induction (89).  
 
Figure 20. Production d’IL-10 par les lymphocytes B CD1dhiCD5+ et inhibition des 
lymphocytes T CD4+. 
 
Les lymphocytes CD1dhiCD5+ sont capables de secréter l’IL-10 après une stimulation par l’IL-21 à la 
différence des lymphocytes B CD1dlowCD5- 
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Adapté de Yoshikazi et al, Nature 2012. 
 
1.5.2.3 Mécanismes d’action des lymphocytes B régulateurs : secrétion de cytokines 
immunomodulatrices  IL-10 
L’IL-10 est une cytokine produite par différentes cellules et est dotée d’effets pléiotropiques. 
Elle est capable de moduler l’expression de cytokines, de médiateurs solubles et de molécules 
de surface sur les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (90). Ainsi, elle 
inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires, telles que IL-1α,  IL-1ȕ, TNF-α, IL-6, 
IL-12, IL-18, GM-CSF, G-CSF et PAF par les monocytes/macrophages activés. Elle inhibe 
également la production de chimiokines par ces cellules, telles que MCP, MIP, IP-10, IL-8, 
impliquées elles-mêmes dans le recrutement des monocytes, des cellules dendritiques, des 
neutrophiles et des lymphocytes T. Elle inhibe également l’expression membranaire du CD80 
et CD86, du CMHII et du CD54, altérant ainsi la capacité des monocytes à activer les 
lymphocytes T. L’IL-10 inhibe aussi la secrétion de cytokines et la prolifération des 
lymphocytes T CD4+, tout en activant les lymphocytes T CD8+ en augmentant le recrutement, 
l’activité cytotoxique et la prolifération de ces cellules.  
La capacité à secréter de l’IL-10 reste l’une des caractéristiques principales définissant le 
lymphocyte B régulateur (cf. chapitre précédent). Les lymphocytes B purifiés transfectés avec 
un plasmide contenant le gène humain de l’IL-10 présentent une diminution de l’expression 
des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α, l’IL-8 et le MIP1α, et une 
augmentation de l’expression des cytokines anti-inflammatoires dont l’IL-1R et le VEGF, 
ainsi que l’IL-10 elle-même (91). Les lymphocytes B exprimant l’IL-10 sont capables 
d’inhiber la prolifération de PBMC activés, de diminuer la secrétion de cytokines pro-
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inflammatoires par ces PBMC, et d’inhiber la différenciation des monocytes en cellules 
dendritiques (91). 
Bien qu’habituellement les caractéristiques de l’IL-10 soient anti-inflammatoires, elle peut 
présenter dans certains contextes une activité pro-inflammatoire, en particulier au cours de 
néoplasies. En effet, des études sur différents types de cancer ont montré que l’IL-10 peut 
favoriser l’immunité anti-tumorale en activant les lymphocytes T CD8+ et les cellules Natural 
Killer (NK) (92). De plus, la surexpression d’IL-10 après une opération chirurgicale peut 
conduire à de graves complications infectieuses, alors qu’il lui est reconnu des effets 
protecteurs contre l’infection (93 , 94). Les caractéristiques de l’environnement pourraient 
donc jouer un rôle prépondérant dans la balance cytokinique orientant l’effet de l’IL-10. 
 
Plus récemment il a été montré que les lymphocytes B seraient également capables de secréter 
d’autres cytokines immunomodulatrices, telles que le TGF-ȕ1, les granzymes et l’IL-35. 
 
 TGF-β 
La famille des TGF-ȕ (transforming growth factor) est présente sous 3 formes (TGF1, TGF 
2 et TGF3). Ses membres sont impliqués dans le développement et l’homéostasie de 
nombreux tissus et jouent un rôle dans la régulation des réponses immunitaires (95). Parmi 
ces 3 formes, le TGF-ȕ1 est considéré est la plus étudiée dans les fonctions 
immunorégulatrices. Cette cytokine inhibe la différenciation des lymphocytes T effecteurs et 
la secrétion de cytokines telles que l’IL-2, l’IFN-ɣ et l’IL-4. Elle permet aussi l’induction des 
lymphocytes T régulateurs et inhibe la prolifération des lymphocytes. Parmi les cellules 
immunitaires, les T régulateurs sont les principales cellules secrétrices de TGF- ȕ1. 
Après stimulation par le LPS, les lymphocytes B sont capables de secréter du TGF-ȕ1, 
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T CD8+ et d’induire l’apoptose des lymphocytes T 
CD4+ de façon TGF-ȕ1-dépendante (84 , 96). Dans un modèle de souris NOD avec une greffe 
de pancréas les lymphocytes B pouvaient exprimer le TGF-ȕ1 et permettre l’induction de 
lymphocytes T régulateurs nécessaires à éviter le rejet de greffe. 
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 Granzymes 
Les granzymes sont des sérines protéases qui constituent les composants essentiels des 
granules cytotoxiques des lymphocytes NK et T cytotoxiques. Le Granzyme B, le plus étudié, 
est une protéine de 32 kDa, libérée par exocytose des granules et responsable d’une 
destruction cellulaire perforine-dépendante par le clivage de la caspase γ et l’activation 
d’autres voies cytotoxiques (97). En dehors de ces fonctions cytotoxiques, le Granzyme B 
pourrait jouer d’autres rôles, en particulier un effet immunomodulateur. Il a été montré que le 
Granzyme B pourrait être exprimé par d’autres cellules dont les lymphocytes B. L’expression 
de Granzyme B pourrait dépendre d’une stimulation par l’IL-21 et non pas le CD40L (87). 
Les lymphocytes B CD5+ ont une capacité plus importante à exprimer le Granzyme B (98). 
Dans le modèle pathologique de la LLC, la stimulation par l’IL-β1 augmente l’expression de 
Granzyme B par les B-LLC, mais cette expression est inférieure à celle des sujets sains (99). 
L’induction de l’expression de l’IL-21 est augmentée par la stimulation du BCR, alors que 
celle de CD40L inhibe l’expression de Granzyme B (100). Les B-LLC exprimant le 
Granzyme B sont capables d’induire l’apoptose des cellules n’ayant pas été stimulées par 
l’IL-21. 
 
 Interleukine 35 
L’interleukine γ5 (IL-35) est un hétérodimère composé de 2 sous-unités, p35 et EBi3. Après 
stimulation du TLR4 en présence du CD40L, les lymphocytes B sont capables de secréter 
l’IL-35. Les souris B-p35-/- et EBi3-/- présentent une encéphalite auto-immune plus active 
après immunisation par le MOG35-55 (un composant de la myéline capable d’induire une 
encéphalite auto-immune), en lien avec une augmentation du nombre de lymphocytes Th-17 
et T CD4+ IFN-Ȗ(+) (101). En utilisant de l’IL-35 recombinante, Wang et al. ont montré que 
le  nombre de lymphocytes B exprimant l’IL-10 augmentait en présence d’IL-35. En co-
culture avec les lymphocytes T en présence d’IL-35 soluble, on note une inhibition de la 
prolifération des lymphocytes T CD4+ et une augmentation des T régulateurs (102). D’autre 
part, l’IL-35 recombinante est capable d’induire l’expression d’IL-35 par les lymphocytes B 
eux-mêmes. Les souris avec une uvéite auto-immune induite ont une maladie moins active en 
présence d’IL-35 recombinante, avec une diminution de la fréquence des Th-17 et Th-1 dans 
les ganglions et une augmentation des lymphocytes B régulateurs spléniques (B220+IL-
10(+)). Après plus de 10 ans de travaux sur le rôle de l’IL-10 comme régulateur des 
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lymphocytes B, la démonstration de leur capacité à exprimer une autre molécule modulatrice 
comme l’IL-35 soulève de nombreuses questions, à savoir : 1. une même population peut-elle 
secréter l’IL-35 et l’IL-10? 2. Leur effet est-il synergique ? 3. Existe-il des populations 
différentielles ? etc. (103). Peu de données sur l’effet immuno-modulateur de l’IL-35 sont 
disponibles chez l’homme. Chez les patients présentant une maladie de Crohn active, le 
pourcentage de lymphocytes B exprimant l’IL-35 dans la muqueuse intestinale est 
significativement plus élevé que celui des patients avec une maladie inactive ou celui des 
contrôles sains (104). Les taux plasmatiques d’IL-35 sont significativement plus importants 
chez les patients avec un purpura thrombopénique immunologique actif ; en présence d’IL-35 
soluble on observe une diminution du nombre de lymphocytes T CD4+ et T CD8+ et une 
augmentation des lymphocytes T régulateurs, suggérant un effet immuno-modulateur de l’IL-
35 (105).  
 
1.5.2.4 Autres mécanismes d’action des B régulateurs    FOXP-3 
Plusieurs travaux ont essayé de caractériser, à l’image des lymphocytes T régulateurs, un 
facteur de transcription spécifique des lymphocytes B régulateurs. Une seule équipe a 
actuellement comparé l’expression des gènes des cellules B IL-10(+) et IL-10(-), sans avoir 
pour cela mis en évidence un facteur de transcription spécifique surexprimé dans les 
lymphocytes B secrétant l’IL-10 (74). Une équipe a rapporté l’expression de FOXP-3 par les 
lymphocytes B, en particulier par la sous-population CD5+ (Figure 21). Ainsi, 8,5% des 
lymphocytes B CD5+ en l’absence de toute stimulation exprimaient le FOXP3, contre 0,1% 
des lymphocytes B CD5- (106, 107). Les lymphocytes B purifiés CD19+CD25hi, après 
stimulation par le CPG et le CD40L pendant 48 heures, sont capables d’exprimer le FOXP3, 
et plus de 85% des CD19+CD25hiFOXP3hi étant alors IL-10(+)(108). Le rôle éventuel de cette 
expression de FOXP3 par le lymphocyte B et ses fonctions régulatrices restent actuellement 
indéterminées.  
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Figure 21. Expression de FOXP3 par les lymphocytes B.  
 
L’expression de FOXP-3 par les lymphocytes B CD19+5+ et les cellules FOXP-3(+) coïncide souvent  
avec une expression du marqueur apoptotique annexine V. 
Adapté de Noh J et al, Immunol Network 2010. 
 
 IDO 
L’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) est une enzyme catabolisant la dégradation du 
tryptophane et intervient dans l’induction de la tolérance immune. L’expression d’IDO serait 
augmentée au cours des hémopathies et participerait à l’échappement à la réponse 
antitumorale par le biais de l’induction de lymphocytes T régulateurs (109). La capacité à 
exprimer IDO par les lymphocytes B a été précédemment décrite, et l’expression d’IDO 
permettrait d’inhiber la prolifération des lymphocytes T (110).  
 
 Interaction cellulaire 
En plus de l’interaction des lymphocytes B avec les lymphocytes T CD4+, plusieurs études 
ont évalué l’interaction des lymphocytes B régulateurs avec d’autres populations, telles que 
les monocytes, les cellules dendritiques et plus récemment les lymphocytes TFH.  
La coculture des lymphocytes B avec les cellules plasmacytoïdes dendritiques (pDC) permet 
d’augmenter le niveau d’expression de l’IL-10 par les lymphocytes B, cette augmentation 
passant par l’intermédiaire du contact cellulaire et n’impliquant pas la secrétion d’IFN-α par 
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les pDC (111). En présence de lymphocytes B, les pDC ont cependant une capacité de 
secrétion d’IFN-α plus importante, l’addition de l’anticorps anti-IL-10 diminuant cette 
secrétion.  
  
1.6 Immunorégulation dans la LLC 
 
Différents éléments plaident pour une dérégulation du système immunitaire au cours de la 
LLC, avec d’une part une perturbation des réponses physiologiques, telle que la diminution de 
la capacité de la réponse anti-infectieuse, à l’origine d’une augmentation du risque infectieux ; 
la diminution de la tolérance favorisant l’émergence de certaines manifestations auto-
immunes, et d’autre part des mécanismes d’adaptation immunitaires pouvant favoriser la 
prolifération et la survie du clone LLC tout en empêchant la réponse anti-tumorale.  
L’augmentation de la fréquence des manifestations auto-immunes est bien établie au cours de 
la LLC, en particulier celle des cytopénies auto-immunes. Il s’agit d’anémie hémolytique 
auto-immune, de purpura thrombopénique immunologique et plus rarement de neutropénie 
auto-immune. Parmi les 1750 patients présentant une LLC suivis à la « Mayo 
Clinic Rochester» pendant 10 ans, 75 (4,3%) ont présenté une cytopénie auto-immune au 
cours du suivi (112). Dans la majorité des cas les cytopénies auto-immunes survenaient après 
le diagnostic de LLC (72%), l’anémie hémolytique auto-immune étant la manifestation la plus 
fréquente (55%). La survie des patients était similaire en présence ou non de cytopénies auto-
immunes, quel que soit le type, à la différence des cytopénies en lien avec une atteinte 
centrale associées à un mauvais pronostic (113). Shvidel et al. ont montré une survie 
significativement moindre en présence d’anémie hémolytique auto-immune par rapport à 
1264 contrôles LLC sans cytopénies (114). Parmi 378 patients LLC, 56 (14,8%) avaient au 
moins une positivité de Coombs au cours d’un suivi sans stigmates d’anémie hémolytique, et 
les patients avec un Coombs (+) avaient plus fréquemment un statut IGHV non-muté que les 
patients avec un Coombs négatif (77% versus 32% ; p<0.001) (115). En analyse multivariée, 
un Coombs (+) (HR =3.2 ; CI95% (1,5-6,6) ; p=2.10-3), ainsi que le statut IGHV non-muté et 
une sTK>10 sont les seuls paramètres indépendamment associés avec la survie globale. 
D’autres manifestations auto-immunes sont décrites au cours de la LLC, bien que de façon 
plus exceptionnelle (116). Les mécanismes à l’origine de ces manifestations auto-immunes 
restent encore imprécis. En particulier l’origine des autoanticorps anti-globules rouges ou 
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anti-plaquettes reste controversée : production d’autoanticorps par les lymphocytes B-LLC ou 
par les lymphocytes B normaux non clonaux ? Parmi les hypothèses évoquées pour expliquer 
cette auto-immunité exacerbée, le lymphocyte B-LLC pourrait agir comme une cellule 
présentatrice d’autoantigène activant ainsi une réponse T spécifique et induisant une 
production d’autoanticorps polyclonaux par les lymphocytes B normaux. Le lymphocyte B-
LLC pourrait secréter également des anticorps monoclonaux ; ce mécanisme étant plus 
impliqué dans les manifestations de type pemphigus paranéoplasique. Les B-LLC pourraient 
secréter également des cytokines, telles que le TGF-ȕ1, l’IL-6 et l’IL-10, en induisant une 
dérégulation des mécanismes de tolérance périphérique.  
La LLC est une hémopathie particulièrement complexe sur le plan de l’interaction avec le 
système immunitaire. Mis à part l’interaction avec le microenvironnement pour augmenter la 
prolifération la survie et la migration cellulaire, les cellules B-LCC pourraient moduler les 
réponses anti-tumorales du système immunitaire. Le nombre des différentes sous-populations 
NK ne varierait pas au cours de la LLC par comparaison avec des témoins sains (117) (118). 
En revanche, les capacités cytotoxiques des NK pourraient être réduites au cours de la LLC, 
en particulier chez les patients avec une maladie progressive (117). L’expression du récepteur 
NKG2D, un récepteur activateur clé dans la réponse anti-tumorale des NK, serait diminuée 
dans la LLC, en particulier en cas de maladie évolutive. Les fonctions altérées des NK au 
cours de la LLC seraient néanmoins réversibles, et le traitement par le lénalidomide permettait 
de restaurer la fonctionnalité des NK (119). La stimulation par l’IL-21 permettrait 
d’augmenter la capacité cytotoxique des NK, ainsi que le nombre de NK exprimant l’IFN-Ȗ 
(118). Le pourcentage de NK exprimant l’IFN-Ȗ est significativement plus important lorsque 
ceux-ci sont en culture avec des PBMC dépourvus de cellules B-LLC, à la différence de 
témoins sains, suggérant ainsi que l’altération de la fonction des cellules NK pourrait être 
induite par les B-LLC (118). 
Une augmentation de la réponse Th-17 est également notée au cours de la LLC, à la fois dans 
le sang circulant, les ganglions et la rate (120). D’autres cellules non Th-17, exprimant quand 
même l’IL-17, sont également détectables dans la LLC, et les taux d’IL-17 dans le sang sont 
plus élevés chez les patients avec des facteurs de bon pronostic associés à une meilleure 
survie (120). Les niveaux d’IL-17 plasmatiques et de Th-17 circulants seraient plus élevés 
chez les patients de stade A et les patients CD38(-) et ZAP70(-), alors que le traitement par le 
lenalidomide permettrait d’augmenter la fréquence des Th-17  (121, 122). De même, les taux 
de lymphocytes Th-17 plasmatiques sont plus importants chez les patients ayant une 
Introduction 
57 
 
cytopénie auto-immune avec un faible rapport Treg/Th-17, alors qu’un rapport Treg/Th-17 
élevé serait observé chez les patients avec une maladie évolutive de stade C (123).  
Des données controversées sont disponibles en ce qui concerne les lymphocytes T régulateurs 
dans la LLC, en particulier leur fréquence selon le stade de Binet et les marqueurs 
pronostiques. La fréquence des lymphocytes T régulateurs est augmentée chez les patients 
ayant une LLC ; cette augmentation suit le stade Binet, sans corrélation avec le statut ZAP-70, 
l’expression de CD38, ni le statut mutationnel (124) (125). Certains marqueurs 
caractéristiques des T régulateurs, tels que l’expression diminuée du CD127, pourraient être 
modifiés au cours de la LLC, de même que le pourcentage de CD4+CD25- exprimant le 
FOXP3 serait significativement augmenté dans la LLC (126). La capacité suppressive des 
lymphocytes T régulateurs serait similaire pour des patients atteints de LLC par rapport à des 
sujets témoins ; La fréquence des différentes populations exprimant le FOXP3 étant plus 
importante chez les patients CD38(-)/ZAP-70(-), alors qu’une autre étude a montré des taux 
plus importants en cas de stade Rai élevé (126). Des lymphocytes CD8+CD25+ exprimant le 
FOXP3 ont été également mis en évidence au cours de la LLC, avec une fréquence croissante 
en cas de maladie progressive (125). 
A côté de cette dérégulation des réponses immunitaires physiologiques, il pourrait exister une 
immunomodulation induite par le clone LLC qui participerait à la survie et la prolifération 
clonale. Certaines similitudes, telles que l’expression du CD5 et la capacité de production 
d’IL-10, soulèvent la question des capacités régulatrices des B-LLC clonaux, à l’image de la 
sous-population B régulatrice non-clonale précédemment décrite. Il a été décrit que les 
niveaux d’IL-10 sont élevés au cours de la LLC en corrélant avec le stade Rai, les taux de ȕβ-
microglobuline et de LDH. Les taux sériques d’IL-10 sont aussi associés avec une diminution 
de la survie globale, avec une survie à 2 ans à 62% en cas de taux élevés versus 92% en 
présence de taux normaux (127 , 128). Les taux d’IL-10 élevés sont également associés à des 
niveaux d’expression de CDγ8, ZAP-70 et l’état non-muté des gènes IGHV (128). A l’état 
basal, sans stimulation préalable, 22/24 (91%) patients de stade A montrent une expression 
d’IL-10 (129). D’autre part, les cellules B1 normales et les cellules B-LLC de la souris 
transgénique Tcl1 (modèle murin principal de la LLC) partagent de nombreuses similitudes. 
Ainsi, leur capacités d’expression d’IL-10 sont similaires, avec des niveaux plus importants 
pour les cellules LLC, ainsi que l’augmentation de l’expression d’IL-10 après stimulation du 
BCR, avec une diminution des niveaux d’expression avec les inhibiteurs de Btk et Syk, 
confirmant l’implication de la signalisation du BCR des cellules B1 normales et B-LLC pour 
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l’expression d’IL-10 (130). L’expression du CD5 est liée à la production d’IL-10 dans les 
cellules B-LLC. En effet, les médianes de fluorescence du CD5 des cellules IL-10(+), 
évaluées par cytométrie, sont plus élevés que celles des IL-10 (-) ; l’expression du CD5 étant 
nécessaire à la production d’IL-10 comme le montre la stimulation du CD5 qui augmente 
l’expression de l’IL-10 (131 , 132). Par ailleurs, l’IL-10 serait nécessaire à la survie des 
lymphocytes B1. En effet, les souris traités par un anti-IL-10 montrent une diminution 
importante des lymphocytes B1, sans modifier le nombre des autres sous-populations B (133).  
Chez les patients atteints de LLC, il existe une augmentation de la survie des lymphocytes B 
leucémiques en culture en présence de BAFF et lorsque ces cellules B de LLC sont cultivées 
avec des cellules du microenvironnement qui sont capables de secréter du BAFF (134). Les 
taux plasmatiques de BAFF sont corrélés aux taux d’IL-10 au cours de la LLC (135). 
Toujours en présence de BAFF, et après stimulation par le CPG, les lymphocytes B-LLC 
augmentent leur capacité d’expression d’IL-10 ; cette induction d’expression d’IL-10 étant 
inhibée par un anticorps anti-BAFF-R (135). Ainsi, au cours de la LLC, BAFF contribuerait 
également à l’augmentation du niveau d’expression de l’IL-10 par les lymphocytes B-LLC, 
permettant de moduler l’activité anti-tumorale de ces cellules. La présence de lymphocytes B 
exprimant le Granzyme B a été montré au niveau de plusieurs tumeurs de façon concomitante 
aux lymphocytes T exprimant l’IL-β1, suggérant ainsi la possibilité d’immunorégulation des 
réponses tumorales par les lymphocytes B (98). 
A l’heure actuelle, très peu d’études ont spécifiquement évalué la sous-population B 
régulatrices au cours de la LLC (136). Après culture des PBMCs avec une stimulation par le 
CD40L associée au CPG pendant 48 heures, suivie d’un traitement par le PIB pendant 5 
heures, 78 des 91 patients LLC (88%) avaient une expression d’IL-10 ; les B-LLC CD5+ 
ayant une expression d’IL-10 significativement plus importante par rapport aux contrôles 
(Figure 22). Seuls 10% des patients n’avaient pas d’expression d’IL-10 dans ce modèle de 
stimulation. De plus, les cellules B-LLC IL-10(+) présentaient un phénotype similaire aux 
contrôles, avec un profil CD24hiCD27+. La fréquence des cellules IL-10(+) était plus 
importante chez les patients dotés d’un statut d’immunoglobulines muté. Cependant ce lien 
n’est montré qu’après considération des niveaux d’expression après 5 heures de stimulation 
avec le PIB ; cette différence n’étant pas observée après la culture de 48 heures. Dans ce 
travail, aucun autre paramètre pronostique de la LLC n’était corrélé à la capacité d’expression 
d’IL-10 après stimulation. Après culture des PBMCs avec une stimulation par CPG pendant 
β4 heures, suivie de PIB pendant 5 heures, des niveaux variables de secrétion d’IL-10  sont 
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montrés (de 1.1 à 34.4%)(137). Dans cette étude, les fréquences de cellules IL-10(+) sont plus 
importantes en cas de statu IGVH muté parmi les 27 patients analysés, avec une corrélation 
avec les taux ARNm et les surnagents de culture. 
 
Figure 22. Capacité de secrétion d’IL-10 par les lymphocytes B LLC. 
 
Les lymphocytes B-LLC ont une capacité d’expression d’IL-10 in vitro après stimulation (images représentatives 
de 2 patients LLC). 
Adapté de DiLillo et al., Leukemia 2012 
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2 OBJECTIFS 
 
La LLC est une maladie hématologique caractérisée par la prolifération et la rétention dans les 
organes lymphoïdes secondaires des lymphocytes B clonaux. Cette expansion clonale se fait 
au détriment des autres sous-populations B non-clonales, avec la modification par la 
population B clonale de l’environnement immunologique et stromal induisant un contexte 
favorable à la survie et à la prolifération maligne. Au sein de cette population clonale, d’autres 
mutations sous-clonales pourraient expliquer la progression différente et hétérogène parmi les 
patients atteints de LLC, et les mécanismes d’adaptation immunologique induits par la 
population clonale pourraient au moins en partie rendre compte de cette différence de survie 
cellulaire et de prolifération cellulaire clonale. Depuis la description d’une sous-population de 
lymphocytes B ayant la capacité de secréter l’IL-10 et de moduler la réponse lymphocytaire T 
CD4+, plusieurs travaux ont évalué la fréquence et les sous-populations lymphocytaires B 
avec des capacités immunorégulatrices chez le témoin sain, ainsi que dans différentes 
situations pathologiques. La majorité des études s’est néanmoins intéressée aux sous-
populations lymphocytaires CD24hiCD38hi et CD24hiCD27+, des sous-populations sécrétrices 
d’IL-10 les plus fréquemment étudiées. Peu d’études ont évalué les capacités d’expression 
d’autres cytokines telles que le facteur de croissance TGF-ȕ1 ou le facteur de transcription 
FOXP3 dans l’induction des fonctions régulatrices, ainsi que l’existence d’autres sous-
populations lymphocytaires B. Une seule étude dans la LLC a montré l’augmentation de 
l’expression d’IL-10 en ciblant uniquement la sous-population CD24hiCD27+. Cependant, 
l’existence de similitudes phénotypiques et fonctionnelles tend à indiquer un profil B 
régulateur pour la cellule B-LLC clonale. 
Les objectifs de ce travail ont été:  
- D’évaluer les capacités des lymphocytes B-LLC à exprimer les cytokines 
immunomodulatrices, telles que l’IL-10, le TGF-ȕ1 et le Granzyme B, ainsi que le 
facteur de transcription FOXP3 ; 
- De déterminer les marqueurs d’expression membranaires phénotypiques permettant de 
définir les sous-populations avec des capacités de secrétion et d’expression de facteurs 
immunorégulateurs (cytokines IL-10, TGF-ȕ1 et le facteur de transcription FOXPγ) 
dans la LLC ; 
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- De déterminer le rôle immunomodulateur potentiel de ces différents facteurs exprimés 
par le lymphocyte B-LLC et l’impact de leur expression sur les sous-populations 
lymphocytaires T CD4+ et T régulatrices, et inversement permettant d’expliquer 
l’expansion clonale 
- De valider la corrélation entre la capacité d’expression des facteurs 
immunorégulateurs et les caractéristiques cliniques et pronostiques de la LLC. 
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ABSTRACT 
Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a clonal B cell malignancy of the elderly. This neoplasm is 
characterized by a heterogeneous clinical course from chronic indolent to rapidly progressive disease 
that escape to tumour clearance. This study presents a comprehensive phenotypic and functional 
analysis of the CLL B cell subpopulations accountable for their survival advantage. Cytokines profiling 
of CLL B cells from a cohort of patients evidences the production at various extents of immune-
regulatory cytokines, especially IL-10 and TGF1. Remarkably, CLL cells express also the FOXP3 
transcription factor, an original marker of regulatory T cells. The three proteins are produced by 
subpopulations with specific phenotypic signatures and markers of activated and memory B cells, 
distinguishable from other regulatory B cells populations and based on the level of expression of 
CD19 and CD5. Functional studies prove their regulatory capacities targeting T cell differentiation, 
proliferation and secretion, contributing to the T cell dysfunction and immune survey observed in CLL 
patients. Combining IL-10, TGF1 and FOXP3 expressions by these subpopulations in a poly-
functional index strongly correlated with major risk factors of progression. Use of combined profile 
benefits to the prediction of progression and highlights the importance of immune dysfunction in CLL 
B cell survival and disease. 
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Introduction 
Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a prevalent elderly lymphoid malignancy presenting with a 
heterogeneous clinical course. Some patients experience a progressive disease with rapid poor 
outcome while others exhibit an indolent leukemia that does not impair life expectancy (138). The 
disease is due to the clonal expansion of small, mature B lymphocytes, which accumulate in the bone 
marrow, blood and secondary lymphoid organs. In progressive patients requiring specific treatment, 
chemoimmunotherapy is not curative and and residual clonal cancer cells re-populate both lymphoid 
organs and peripheral blood with ineffective antitumor immune surveillance. The clinical 
heterogeneity of CLL has been thoroughly investigated and related to phenotypic features among 
which CD5, CD19 or CD38 expression. Moreover, genetic studies have pointed out the importance of 
the mutational status of the immunoglobulin heavy chain variable region (IGHV) genes expressed at 
the cellular membrane and of the antigen receptor (BCR) – triggered pathways leading to apoptotic 
defect. Both aspects converge to an active antigen-driven selection in the clonal expansion of the 
cells. Indeed, both genetic and functional studies have indicated the relevance of signals propagated 
upon BCR triggering in the heterogeneity of leukemic cell survival in vitro. BCR effectors such as Syk 
kinases, Phospho Lipase C gamma or NFAT transcription factors are often overexpressed and 
constitutively activated in B-CLL cells and allow the expression of target genes important for cell 
survival. Moreover expression of additional activators, such as the zeta chain associated protein 
(ZAP-70) commonly expressed in T and NK cells, is regularly associated with increased cell survival. In 
addition, the capacity to generate and propagate such activating signals at the cellular level 
correlates with disease progression.  
The important driving force of the BCR initiated signal is especially encountered in lymph nodes, 
which is an important site for antigen recognition and may account for the accumulation of the 
malignant cells in synergy with microenvironment factors. Importantly, an imbalance of the immune 
sub populations present in lymphoid organs of CLL patients is also observed. T cell subsets that 
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account for immune survey in tumor development encompassing CD4+ and regulatory T cells (Tregs) 
have altered ratio in these hematological malignancies. Notably, Tregs are increased in CLL and 
correlate with several clinical/biological features of a progressive disease while CD8+ T cells from CLL 
patients show functional defect in proliferation and cytotoxicity, but preserved cytokine production 
reflecting T-cell exhaustion (139). Such important signals are also retrieved during normal B cell 
development with strength of the generated activation being key for peritoneal B1 cell expansion in 
the mice. Studies unraveling the functional properties of the murine specific B1a (CD5+) lineage have 
uncovered regulatory properties leading to related bias of the immune cells repertoire among which 
expansion of the T-reg population and suppression of Th1 and Th17 differentiation. Recent data have 
shown that these B cell subsets play a protective role in various inflammatory animal models such as 
hypersensitivity, inflammatory bowel disease and lupus through the production of IL10. They are 
ascribed to regulatory B cells (B regs) and several phenotypes have been reported as progenitor 
population (140). Among others, murine CD5+ B1a and CD1dhigh, CD5+, CD19high B10 cells are IL-10 
producing cells. Human B reg subsets, based on their capacity to suppress Th1 differentiation and 
convert CD4+ T cells into Treg via IL10 production, have also been described. In peripheral blood from 
both healthy individuals and patients with autoimmune diseases or neoplasms, various IL10 
producing subtypes have been reported. The latters include CD19+CD24highCD38high immature B cells, 
CD19+CD24highCD27+ B10 cells, CD19+CD38+CD1d+IgM+CD147+ granzyme B+ cells and CD27intermediate 
CD38high plasmablasts (68) (70) (67) (98). Induction of IL10 in the various subsets seems to require 
signals from activated CD4+ T cells with CD40L playing a major stimulatory role while IL21-dependant 
signals induce granzyme (GrB) producing B cells preferentially (99). Additional induced Bregs can also 
exert their suppressive mechanism via the production of TGF-1 and indoleamine-2,3 dioxygenase 
(IDO) (110).  
Remarkably, the majority of these phenotypic features are commonly observed in B-CLL populations 
irrespective of their IGHV mutational status. Due to the expression of CD5, CLL B cells have been 
hypothesized for decades as derived from the B1 lineage. At present, CLL B cells are considered as 
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antigen-experienced B cells with an IGHV mutational status reflecting a T-dependent (mutated IGHV, 
M-IGHV) or T-independent (unmutated IGHV, UM-IGHV) memory phenotype with expression of CD27 
in both cases (138). CLL malignant B cells have a clear survival advantage toward the other normal B 
cells. Upon CD40 triggering or CpG treatment, CLL B cells, predominantly with mutated IGHV, have 
been shown to express elevated IL10 and have comparative immunosuppressive capacities to B10 
cells (137). 
In the present study, we undertook a comprehensive analysis of the capacity for CLL cells to produce 
in response to BCR triggering important cytokines involved in immune modulation and in remodeling 
the tumor microenvironment. We evidenced a subset of tumor cells of variable prominence with the 
capacity to produce both elevated IL10 and inducible TGF-1. Importantly, the cells also express the 
transcriptional factor FOXP3 that is a hallmark of regulatory T cells. Cells that produce these three 
regulatory markers display a specific signature somehow different from the already described B10 
cells. Evidently, these cells share the regulatory properties attributed to Breg cells toward both CD4+ 
T cells. Finally, we provide evidence for an amplification of these phenotypic features between 
indolent and evolutive disease and along disease progression. These novel findings provide important 
insights on how CLL cells modify their environment to their advantage and markers for a better care 
of the patients. 
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Patients and methods 
A cohort of 30 CLL patients was used in this study. CLL diagnosis was confirmed using international 
guidelines (141) and approved by the local ethic committee (Ile de France X, Aulnay Sous Bois). The 
clinico-ďiologiĐal paƌaŵeteƌs ;SeƌǀiĐe d’Héŵatologie BiologiƋue de l’Hôpital AǀiĐeŶŶeͿ ǁeƌe aŶalǇzed 
for each patient, such as Binet stage, CD38 and ZAP-70 expressions, IGHV gene mutational status and 
time to treatment (Table 1 A-B). All, except 4 patients have no CLL specific treatments at the time of 
B cells experiments.  
 
Human cells isolation and cell culture 
B and T CD4+ lymphocytes were isolated from total blood using Rosette B and CD4+ T isolation kits 
(STEMCELL). Isolated B and T cells subsets purity was assessed by flow cytometry analysis and was 
typically > 95%. Isolated B and T cells were cultured in RPMI 1640 containing L-glutamine and 
supplemented with 100 U/mg/ml penicillin/streptomycin (Life Technologies, USA), and 10% FCS 
(Biosera, UK) in 48-well plates (Nunc, Langenselbold, Germany) at 37°C in humidified incubator 
containing 5% CO2. MTS was assessed as previously described (39). 
Cell sorting 
Cell sorting was performed with purified B-CLL peripheral blood cells subsequently labeled with PE-
Vio770 anti-CD19, PerCP-Vio700 anti-CD3, APC-Vio770 anti-CD5 and VioBlue anti-CD27 (Miltenyi 
Biotec). After discrimination on FSC-H/FSC-W and SSC-H/SSC-W parameters, gating on CD19+, CD3−, 
CD5+ and CD27high cells was performed. Sorted cells were then lysed to perform Western 
Immunobloting experiments. Cell-sorting experiments were performed on a FACS ARIA III cell sorter 
(BD Bioscience). 
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Western blotting 
Sorted cells were lysed in NP40 lysis buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1 mM EDTA, 1% 
NP-40, 10% Glycerol). Proteins (2 to 20 µg) were separated on a 10% polyacrylamide denaturing gel, 
transferred on a nitrocellulose membrane and incubated overnight at 4°C with rabbit anti-Foxp3 
antibody (Cell Signaling Technologies) and 1 h at room temperature with mouse anti-β actin antibody 
(Sigma Aldrich), followed by appropriate secondary horseradish peroxidase-conjugated antibody. 
Detection was performed using ECL kit (Bio-Rad) and images acquired with a Chemidoc MP (BioRad). 
Densitometric analysis of immunoblots was performed using the ImageLab software (Bio-Rad). 
 
Cytokines detection 
Intracellular cytokine expression was analyzed using 2x106 CD19+CD5+ B cells that were stimulated or 
not with a combination of soluble CD40L (1 µg/ml; Miltenyi) and coated anti-IgM (20 µg/ml; Jackson 
ImmunoResearch) or a combination of soluble CD40L and IL21 for 72 hours. For B and CD4+ T co-
culture experiments, B and T cells were distributed in different ratios (1:1, 1:2, 1:5 and 1:10) reaching 
a maximal cell number of 2x106 cells. For  flow cytometry analysis of T cell division, CD4+ T cells were 
labeled with CellTrace Violet (Invitrogen) up to isolation according to the ŵaŶufaĐtuƌes’ 
recommendation. B cells were stimulated as described above, whereas T cells were stimulated by 
purified plate-bound CD3 mAb (Hit-3a) (10 µg/ml; Ebioscience) and CD28 mAb (CD28-2) (1 µg/ml; 
Ebiosciences) for 72 hours. For the last 4 hr of cell culture, Brefeldin A (10 µg/ml; Sigma Aldrich), PMA 
(500 ng/ml; Sigma Aldrich) and Ionomycin (1 µg/ml ; Sigma Aldrich) were added.  
B cells were labeled with anti-CD19 conjugated to V500, CD5/V450, CD24/FITC, CD25/APC-Cy7, 
CD27/PerCP5.5 and CD38/PE-Cy7 mAbs (BD Biosciences) for 20 min. After washes, cells were fixed 
(2% PFA in PBS 1X), permeabilized (0.5 % saponin and 1% BSA in PBS 1X) and stained with anti-IL10-
APC and -FOXP3-PE or -TGFβϭ-PE mAbs or with their respective isotypes (BD Biosciences) for 
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overnight at 4°C to determine the gates of the cytokine expression. Flow cytometry analysis was 
performed using the FACS Canto II driven by DIVA software (Becton Dickinson) and analyzed with the 
FlowJo software (Miltenyi). 
For B and T CD4+ co-cultures, cells were stained with CD19-V500, CD5-FITC, CD25-APC-Cy7, CD127-
PE-Cy7 mAbs (BD Biosciences). Then, cells were fixed, permeabilized and stained with anti-IL10-APC, 
IFNγ-VϰϱϬ, TNFα-PE and FOXP3-PeƌCPϱ.ϱ oƌ TGFβ1-PE mAbs (BD Biosciences).  
Supernatants from B, CD4+ T and B/ CD4+ T cell cultures and co-cultures were frozen at -80°C and 
various cytokines (IL-1β, IL2, IL4, IL6, IL8, IL10, IL13, IL17, TNFα aŶd IFNγ, as ǁell as TGFβϭͿ were 
quantified by V-pleǆ assaǇs ;MSDͿ aĐĐoƌdiŶg to the ŵaŶufaĐtuƌeƌ’s pƌotoĐols.  
 
Statistical analysis 
Data are expressed as means with SEM or numbers with frequencies. For the comparison of 
qualitative values, the parametric chi-square test or Fisher's exact test was used and t-test Student 
test for the continuous variables. Associations between cytokines were analyzed using Spearman 
correlation coefficient. Unsupervised hierarchical cluster analysis was performed using IL10, TGFβ1 
and FOXP3 expression in unstimulated and stimulated state. An index called polyfunctional index was 
built by combining IL10, TGFβ1 and FOXP3 expression in each state (unstimulated or stimulated) 
using first component of principal components analysis. The assumption of unidimensionality of 
theses three factors was examined based on the eigenvalues plot (Supplemental Figure 6A). All tests 
were two-sided at a 0.05 significance level. Analyses were carried out using R statistical software 
version 3.1.2.  
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Results 
CLL-B cells show heterogeneous and inducible propensity to express immunoregulatory cytokines. 
We undertook the quantitative and qualitative analysis of CLL-B cells from a cohort of 30 CLL patients 
displaying variable biological parameters and clinical outcome (Table 1). First, purified CLL-B cells 
were considered for their capacity to express two important immunosuppressive cytokines, IL10 and 
TGFβ1. Flow cytometry analysis of CD19+CD5+ cells in culture for 3 days (D3) showed a highly variable 
proportion of cells expressing IL10 or TGFβ1 ranging from 0.11 to 85% and 0 to 71% respectively. 
Similar IL10+ and TGFβ1+ subpopulations were evidenced in lymph node punctuate (Figure 1A-B). 
Comparable proportion of IL10+ cells was assessed at the time of B cells isolation (D0) for several 
patients indicative of an IL10 constitutive expression (23±11% at Do versus 27±25% at D3) (Figure 
1B). In contrast, very low levels of TGFβ1 expressing cells were observed at isolation time (D0) 
indicative of a high degree of inducibility in culture (2.8±4% at Do versus 22±4% at D3). In order to 
estimate the maximum extents of inducibility, engagement of various receptors was applied during 
the 3 days of culture. For most of the samples, addition of CD40L and anti-IgM followed by Phorbol 
myristate acetate (PMA) and ionomycin for 4 h before analysis did not modify the proportion of cells 
expressing IL10 (27±25% versus 29±28%), but still allowed a significant increase of TGFβ1 expressing 
cells (22±4% versus 35±34%) (Figure 1A-B). Examination of individual cases suggested for the latter 
the presence of two groups: several cases showed further induction of TGFβ1 expressing cells upon 
triggering while others remained with comparable levels (Figure 1B). Nonetheless, the median of 
fluorescence of the cells was not modified upon stimulation and, engagement of IL21R/CD40 instead 
of BCR/CD40 did not change the proportion of IL10 or TGFβ1 producing cells (sup Figure 1 A-B).  
Quantitation of the cytokines in the supernatant of the CD40L/anti-IgM stimulated cells showed 
secretion of both IL10 (mean = 0.5pg/ml) and TGFβϭ ;ŵeaŶ =8ϬϬ pg/ml). However again, for the 
latter, two groups were observed with either very low  levels secreted as opposed to variable high 
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amounts of TGFβϭ, respectively. Moreover, the highest quantities of secreted TGFβϭ were correlated 
to the proportion of expressing cells present (Figure 1C). 
The capacity of the B-CLL cells to secrete other important immune modulatory cytokines upon 
stimulation was also evaluated. In several samples, CD40L/anti-IgM stimulation of CLL-B cells 
increased simultaneously the secretion of TNF, IL8 and moderately IL6 that were however produced 
at lower levels than healthy controls (HC). Moreover, for both IL8 and TNF, two groups of cases 
were once more observed. In contrast, IL4, IL1 IFN IL2 and IL17 levels were not significantly 
changed upon triggering and remained equivalent to HC (Figure 1D, and Sup Figure 2A). Also, 
negligible proportions of CLL-B cells in the various samples expressed granzyme B (GrB) that were not 
significantly enhanced upon triggering as compared to HC (Sup Figure 2B). The relative balance of 
cytokines secreted or not argues for different patterns for IL10 and TGF1; IL10 corresponding mostly 
to pro-inflammatory profile while TGF1 enhance more immune-regulatory mechanisms (Figure 1E). 
 
CLL-B cells constitutively express FOXP3. 
Since the pattern of cytokines expressed indicates some similarity between CLL- and regulatory B 
cells, we assessed whether CLL-B cells could express, like regulatory T cells, the major transcriptional 
regulator FOXP3. Flow cytometry analysis of viable CD19+CD5+ CLL-B cells revealed a rather elevated 
FOXP3+ subpopulation present at highly variable extents among patient samples (ranging from 0 to 
59,6%, Figure 2A-B and Sup Figure 3A). A similar subpopulation was also observed in lymph node 
punctuate. The subpopulation was not significantly increased upon culture as compared to isolation 
time. The mean fluorescence intensity of FOXP3 labeling further substantiated its expression in 
CD19+CD5+ B cells (Sup Figure 3B). Furthermore, western blot analysis of CD19+CD5+CD27+CD3- 
sorted cells confirmed the expression of FOXP3 in these cells with a 47KDa protein similar to FOXP3+ 
U2OS and FOXP3 transfected cells (Figure 2C and Sup Figure 3C). Stimulation for 3 days with either 
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CD40L/anti-IgM or IL21/anti-IgM did not increase significantly the proportion of the FOXP3+ 
subpopulation (Figure 2A-B and Sup Figure 3D). Though, a substantial variation of the FOXP3+ 
subpopulation was observed in several individual samples upon CD40L/anti-IgM triggering while 
others remained at comparable proportion (Figure 2A-B). Altogether, this analysis demonstrates that 
CLL-B cells display a constitutive but variable expression of FOXP3. 
 
Specific subsets of CLL-B cells express IL-ϭϬ, TGFβ1 and FOXP3 regulatory factors 
Next, we determined whether a particular CLL-B subtype could account for the expression of IL-10, 
TGFβ1 and FOXP3. Purified CD19+CD5+ pathological B cells were labeled for phenotypic markers, 
previously attributed to various regulatory subsets, and their expression was compared between IL-
10+/-, TGFβ1+/- and FOXP3+/- B cells. As shown in Figure 3A, three phenotypic markers e.g. CD5, CD19 
and CD27 presented a significant difference of expression between IL-10+ and IL10- cells. 
Computation for 16 samples of the differential phenotypic expression indicated comparable results 
between TGFβ1+ and TGFβ1- cells. These markers confirmed the hallmark of memory CLL-B cells as 
the IL10 and TGFβ1 producing subset. We also confirmed FOXP3+ cells as CD5+, CD19+ and to a lesser 
extent CD25+ cells. Analysis of the differential phenotype upon CD40/BCR triggering confirmed the 
results obtained with unstimulated cells in spite of a weaker CD5 detection due to its internalization. 
None of the other phenotypic markers that have been associated to regulatory B cell subsets were 
found differentially expressed between IL-10 +/-, TGFβ1+/- or FOXP3+/- B cells and this hallmark was not 
influenced by the stimulation (Figure 3B and supplementary Figure 4). Indeed, flow cytometry on 
CD5+CD19+ gated cells revealed a subset of cells co-expressing IL10 and TGFβϭ as well as cells co-
expressing IL10 and FoxP3 (Figure 3C).  
 
CD5/CD19 expression levels discriminate an intrapatient heterogeneity for regulatory-markers. 
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Following the specific signature of the two phenotypic markers CD19 and CD5 for all three regulatory 
factors IL10, TGFβ1 and FOXP3, two subpopulations of B cells were differentiated based on their 
CD19 and CD5 expressions at steady state:  CD19high CD5high and CD19dim CD5dim. Both subsets 
expressed  chains as a marker of clonality (Figure 4A). Importantly, evaluation of IL10, TGFβ1 and 
FOXP3 expression showed striking differences for every regulatory factor between the two 
subpopulations, both in unstimulated or CD40/BCR stimulated cells (Figure 4B-C). This analysis 
defined the CD19highCD5high subpopulation as the major source of the regulatory factors among CLL B 
cells and confirmed our initial observation on the overall population. In comparison the CD19dim 
CD5dim subset exhibited lower capacity to express IL10, TGFβ1 and FOXP3 and to induce the 
expression of TGFβ1 (Figure 4C). Additionally, the comparison of these populations among the 
various patients argued for the discrimination of two groups exhibiting or not these differential 
subsets (Figure 4C). Altogether, these results define in CLL a particular subset of CLL-B cells, defined 
as CD19highCD5high B cells, that differs from already described regulatory B cells subsets, and shows 
higher expression of all three regulatory factors IL10, TGFβ1 and FOXP3. 
 
 
 
CLL-B cells ensure a regulatory crosstalk with their T cell counterparts 
Next, we examined whether such regulatory networks might influence the balance of immune CLL-B 
cells counterparts. Purified autologous CD4+ T cells were cultured for 72 hours separately or 
altogether with CLL-B cells and their capacity to produce a number of cytokines and regulatory 
factors were analyzed. The presence of stimulated CLL-B cells diminished the percentage of T CD4+ 
cells expressing TNFα or IFNγ with an effect dependent on the T/CLL-B cells ratio present in the 
coculture (Figure 5A). Conversely, coculture between autologous T and CLL-B cells increased the 
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number of CD4+ cells expressing FOXP3, arguing for an orientation toward regulatory T cells (Figure 
5B left). The modulation of FOXP3+ cells was further substantiated by the estimate of 
CD4+CD25+CD127lowFOXP3+ regulatory T cells, which were significantly enhanced in the presence of 
CLL-B cells (Figure 5B right). Finally, some elevated secretion of IL10 was also observed in the 
supernatant upon coculture of TCD4+ with CLL-B cells while a decrease was found for CD4+T cells 
cocultured with healthy control B cells (Figure 5C). In contrast, the coculture between T and CLL-B 
cells did not modify the pattern of secretion of other cytokines including IL1, IL2, IL4 or IL6, which 
are indicative of orientation of secretion toward various T cell subpopulations (data not shown).  
Furthermore, coculture of CD4+ T cells with CLL-B cells clearly impacted the proliferation rate of T 
cells. While several divisions were observed with T cells cultured alone, the presence of CLL-B cells 
reduced this proliferation rate, dependent on the ratio between B and T cells in the coculture as 
exemplified in Figure 5D. Altogether these results indicate a positive regulatory role of CLL-B cells 
toward the induction of regulatory T cells and at contrary a negative role toward T helper promotion. 
 
 
 
B-CLL expression of IL-ϭϬ, TGFβ1 and FOXP3 correlates with evolutive patieŶts’ status. 
Following this characterization of immune regulators, we performed an unsupervised hierarchical 
cluster analysis of these biomarkers among the various patient samples. First, using the levels of IL10, 
TGFβϭ aŶd FOXPϯ expressing cells in unstimulated and stimulated conditions, we confirmed that 
stiŵulatioŶ did Ŷot ŵodifǇ the eǆpƌessioŶ of ILϭϬ aŶd FOXPϯ ǁhile iŶflueŶĐiŶg those of TGFβϭ in a 
number of samples. Next, the hierarchical analysis of the three parameters in both conditions 
showed a strongly correlated variation for TGFβϭ aŶd FOXPϯ ;ƌ=Ϭ.8Ϳ aŶd to a lesseƌ eǆteŶt foƌ ILϭϬ 
(r=0.6). Additionally, this cluster analysis allowed discriminating two groups of samples with high 
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versus low parameters variability. Homogeneity was retrieved among the variables between 
unstimulated and stimulated conditions with even a larger differentiation of the two major groups 
for the three parameters upon stimulation (Figure 6A). In a statistical analysis, the three factors 
taken individually did not correlated with known risk factors of progression except for TGFβ1 with the 
Zap70 kinase expression (Sup Figure 5). Using our unidimensional analysis, IL-10, FOXP3 and TGFβ1 
expressions were combined in a polyfunctional index, reflecting CLL-B cells capacity to express all 3 
immunoregulatory factors. Unidimensionality of polyfunctional index was confirmed with 
eigenvalues of components 2 and 3 < 1 (Sup Figure 6A). Since major differences of the regulatory 
factors expressions were observed between CD19highCD5high and CD19dimCD5dim subpopulations 
(Figure 4), association of both subpopulations with factors of risk of progression was assessed using 
the polyfunctional index. As shown in Figure 6B the score indicated that the CD19highCD5high 
subpopulation was correlated to ZAP-70 expression and additionally to IGHV mutational status. 
Indeed samples where the presence of ZAP-70 was detected had higher values of expression for IL10, 
TGFβϭ aŶd FOXPϯ. Likewise, highest association was observed for patient samples with unmutated 
IGHV clonal expansion. Conversely, Binet staging of the disease, CD38 expression or metabolic 
activity (MTS 25%, (39)) of the B-CLL subclone did not correlated with the novel regulatory index 
(Figure 6B and data not shown). For the CD19dim CD5dim subset as for the global population the 
correlation was only evidenced with ZAP70 expression (Sup Figure 6).  
In frame with the strong correlation between markers of an evolutive disease and the identification 
of a regulatory subpopulation, a two time points analysis was performed for a set of annotated 
patients to consider the evolution of this subpopulation over a time frame up to two years of follow 
up. Flow cytometry analysis of the CD19+CD5+ subpopulation clearly differentiated two profiles. In 
several samples a second population corresponding to an attenuation of CD19 and CD5 expressions 
(Group 1) appeared while other samples exhibited a remarkably stable CD19hiCD5hi population 
(Group 2) over a long period of time (1 to two years Figure 6C). Moreover, the decrease of CD19 and 
CD5 expressions in the first group of samples was accompanied by a simultaneous drop of IL10 
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expression and disappearance of the weak FOXP3 expressing cells to the benefit of the higher 
expressing ones (group 1). In contrast, the lower levels of expression of the immunoregulatory 
factors remained equivalent in the group of samples with a stable CD19hiCD5hi subpopulation 
(group2) (Figure 6C). Remarkably, all the patients for whom the CD19hiCD5hi subpopulation remained 
stable over time presented with an indolent disease (Group 2, Table 1B, UPN 4, 13, 14, 30). At the 
opposite, the capacity to regulate the expression profile of the CD19hiCD5hi subpopulation was 
characteristic of patients presenting with a progressive disease and need for a therapeutic option 
(Group 1, Table 1B, UPN 2, 8, 22, 25). Altogether the striking correlation between the capacity to 
detect higher levels of the three immunoregulatory factors in the tumor clone and the progressive 
profile of the patients argues for the validation of the polyfunctional index as a novel indicator of risk 
of progression. 
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Discussion 
Recent advances in understanding the pathophysiology of CLL and related heterogeneity at risk of 
progression have established the implication of dysregulated immune survey, and the present study 
reveals important immune modulating functions of a subset of the clonal B-CLL expansion strikingly 
correlated to disease progression. The analysis of a cohort of more than 30 patients has uncovered 
the capacity for CD19+CD5+CD27+ memory CLL B cells to produce and secrete not only constitutive 
IL10 but also inducible TGFβϭ. An important correlation between the level of expression of the 
phenotypic markers and the highly heterogeneous production of the cytokines allowed us to define 
two subpopulations and evolution of these subpopulations is clearly evidenced for patients 
encountering disease progression. Interestingly, CD19hi CD5hi CLL-B cells produce also constitutively 
and highly differentially the transcription factor FOXP3, a hallmark of regulatory T cells. Co-cultures 
with autologous T cells have proved the functional regulatory implication of CLL-B cells in the 
induction of regulatory T cells, the negative regulation of CD4+ T cell proliferation, altogether with a 
modulation of their pattern of secretion toward deficiency of tumor clearance. Importantly, 
computation of the expression of the three regulatory factors in a polyfunctional index argues for the 
validation of such a score as a predictive marker of disease progression. 
Several reports have suggested implication of IL10 producing CLL-B cells in the immune deficit in 
CD4+T cells observed along disease progression (136) (137) (70). The major population characterized 
in the initial study had phenotypic features resembling those of CD19+CD24hiCD27+ B10 cells, the 
human counterpart of murine CD19hiCD1dhiCD5+ B10 cells (70). CD19+CD24hiCD27+CD5+ cells formed a 
relevant subset in the CLL-B cells of our cohort (7±8 % at baseline and 4±8% upon stimulation)(Sup 
Figure 7). However, the proportions of IL-10+ (20±28% versus 19±27% upon stimulation), TGFβϭ+ 
(23±28% versus 31±29% upon stimulation) and FOXP3+ cells (22±35% versus 27±30% upon 
stimulation) in this subset were not significantly different from those found in CD24interCD27+ or 
CD24+CD27- cells (data not show). Both CD19+CD24hiCD27+CD5+ and CD19+CD24hiCD38hiCD5+ subsets 
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were able to produce IL-10 and TGFβϭ cytokines (Sup Figure 7). Several other subtypes such as 
immature CD19+CD24hiCD38hi, CD19+CD38+CD1d+IgM+CD147+GrB+ or CD19+CD11b+ cells have also 
been described as IL10 competent cells (68) (70) (67) (30, 98). The frequency of CD11b+ and 
CD24hiCD38hi cells among CD19+CD5+ CLL-B cells was less than 1% and could not account for the IL-10, 
TGFβϭ aŶd FOXPϯ eǆpƌessioŶs observed (Sup Figure 7). Also GrB+ cells did not represent significant 
proportion of CLL-B cells and GrB expression was only slightly induced upon IL21/CD40L triggering as 
compared to healthy controls. Finally, mechanisms of suppression via IL10 production have also been 
ascribed to mature B cells that do not express characteristics phenotypic markers of CLL-B cells such 
as plasmablasts or Br1 cells (67). Our results indicate that the major IL10+/TGFβϭ+ producing cells are 
memory CD27+ CD19+ CD5+ that differ from the other described regulatory subtypes with markers 
such as CD25, CD24 and CD38. CLL-B cells showed also important and differential propensity to 
induce expression of TGFβϭ, an immunoregulatory factor for regulatory T cells induction and CD8+ T 
cell anergy, two roles that have been documented in CLL (96). Moreover, TGF1 expression, when 
not already at the highest levels, was induced in a BCR/CD40 dependent manner and we have 
previously shown that establishment of a threshold response is mandatory for CLL-B cell 
heterogeneous survival (142). This result places the signal emanating from antigenic stimulation and 
crosstalk with the surrounding T cells at the center of the mechanisms responsible for a specific 
cytokine pattern with regulatory properties. In agreement with this central role of the BCR, we 
observed induction of several other cytokines involved in the remodeling of the immune response in 
a pathological environment such as IL6, IL8 or TNF while other cytokines promoting specific Th 
responses and pro-inflammatory signals were not induced and produced at very low levels such as 
IL1, IL2, IL4 or IFN. Of note, similar IL10+ TGFβϭ+ subtype was observed in lymph node punctuates 
from CLL patients suggesting similar modulatory mechanisms in secondary lymphoid organs. 
Interestingly, CLL-B cells and mainly CD19hiCD5hi cells expressed also the transcription factor FOXP3 
regardless of stimulation. Given that this factor is a major indicator of Tregs and of their 
immunomodulatory functions, our results demonstrated that FOXP3 is a novel indicator in CLL-B 
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cells. A previous report described FOXP3 has present only in pre-apoptotic B cells in healthy controls 
(106). Therefore, we comforted our finding using different approaches including viability marker in 
flow cytometry and cell sorting to exclude any apoptotic cells or Tregs contamination that could 
account for FOXP3 expression. Phenotypically, FOXP3+ B cells also expressed CD25, another key 
marker of T regs, which has been observed in IL10+ Br1 cells with antigen specific suppressive 
functions (108). Whether some coordinated regulation of CD25 and FOXP3 expressions might occur 
in B cell subtypes remains to be determined. Also, our results describe another set of important 
markers shared with T regulators among which are IL10, TGFβϭ and CD5, an essential marker of CLL B 
cells. Moreover, flow cytometry analysis revealed subpopulations expressing both IL10 and TGFβϭ or 
IL10 and FOXP3. Indeed, FOXP3 and STAT3 that is constitutively phosphorylated in CLL are interacting 
partners for the expression of IL10 in a subset of regulatory T cells and a common regulation of the 
various proteins could be hypothesized (143). 
The regulatory function of such CLL-B cells was demonstrated in co-culture experiments with 
autologous T cells. First, we observed a strong orientation of T cells toward a regulatory profile with 
the expansion of CD4+CD25+CD127lowFOXP3+ Tregs and increase of IL10 production by CD4+ T cells. 
This orientation might result from secretion of both IL10 and TGFβϭ inducing in turn the expansion 
and the regulatory functions of Tregs targeting both other non-tumor B cells and helper T cell 
subtypes. This induction was complemented by a reduction, dependent on the ratio between T and B 
cells, of two major CD4+ T cell populations, e.g. expressing TNF- and IFN targets of regulatory B 
cells and tumor clearance and cytotoxic response  (67) (71) (68). Several other cytokines profiles 
accounting for altered immune tumor suppression were modulated along the co-culture (data not 
shown). Finally, CLL-B cells hindered or suppress, in a T/B ratio dependent manner, CD4+ T cells 
division, a major and initial hallmark of B regs. Importantly, our study highlights the differential 
evolution of the CD19hiCD5hi subpopulation between patients with indolent versus progressive 
disease. Analysis of this subset and its production of IL10, TGFβϭ and FOXP3 at two dates of follow up 
clearly showed a marked differential evolution between the two groups of patients. A reasonable 
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interpretation of this finding is that, the lower levels produced and the absence of induction of 
regulatory factors in CLL-B cells from patients with indolent disease, do not generate warning signals 
toward tumor survey. At the opposite, high levels of regulatory factors produced by CLL-B cells of 
patients with progressive disease provoke exhaustion of several survey mechanisms and tumor 
escape. 
Recent studies have interestingly reported that a combinatorial analysis of various cytokines or 
factors might be better indicators of a functional subset than those elements taken individually. For 
instance, the balance between IL10 and TNF expression in CD19+CD24hi CD38hi regulatory B cells 
was better associated with renal allograft rejection than individual evaluation (144). Similarly, a 
polyfunctionality Index for T cells grouping expression of various cytokines has been shown efficient 
for an infectious disease response (145). Our analysis proved the benefit of using such a 
combinatorial index for its possible association with indicators at risk of progression of CLL patients. 
Individually, the various factors did not correlate or only partly with a number of these indicators. 
However, computation of the three factors allowed better understanding of CLL-B cell activation and 
more importantly of the induction of its regulatory functions. When faced to the cohort of patient 
biological annotations, the polyfunctional index clearly correlated with two major indicators of B cell 
activation and antigenic recognition, e.g. IGHV mutational status and ZAP70 expression; both 
involved in the regulation of cytokine secretory pattern. Using this score allowed also a strict 
discrimination of the cases in two groups, with indication during our follow up analysis of a 
differential progression. The additional information given by the polyfunctional index, with a 
measure of three different regulatory factors, might become a better orientation indicator of disease 
progression and lack of tumor clearance. 
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Figure legends 
 
Figure 1 : expression of immune regulatory cytokines 
A-B : Analysis of purified CD19+CD5+ CLL-B cells from blood or lymph nodes for IL10 and TGF1 
production by flow cytometry. (A) representative dot plots showing the positive populations , (B) IL10 
and TGF1 producing cells among the CD19+CD5+ cells at the time of isolation (D0, n=3) or after 
three days of culture (3, n=16) in the presence (+) or not (-) of stimulatory CD40L and anti-IgM. 
Dotted lines indicate similar patient samples. Means +/- SEM are indicated. *P<0.01, ** p<0.001; ns, 
not significant. C-D Levels of the indicated cytokines secreted in the culture supernatant were 
evaluated by MSD technology. A correlation diagram between levels of TGF1 in the culture 
supernatant and the percentage of TGF1 expressing cells is presented. E Supernatants from B cells 
culture have been analyzed by MSD technology for indicated cytokines. Correlations between 
cytokines levels have been analyzed using Spearman correlation test.   
Figure 2 : Expression of FOXP3 
A-B : Analysis of purified CD19+CD5+ CLL-B cells from blood or lymph nodes for FOXP3 expression by 
flow cytometry. (A) representative dot plots showing the positive populations, (B) FOXP3 expressing 
cells among the CD19+CD5+ cells at the time of isolation (D0, n=3) or after three days of culture (3, 
n=16) in the presence (+) or not (-) of stimulatory CD40L and anti-IgM. Dotted lines indicate similar 
patient samples. Means +/- SEM are indicated. ns, not significant. C. Western blot analysis for the 
expression of FOXP3. U2OS and HEK293T cells transfected with FOXP3 or mock expressing vectors 
were used as control. CD19+CD5+ CD27+ patient cells were either purified or sorted as described in 
Suplementary Figure 3 before western blot analysis with the indicated antibodies. The line indicates 
that both sides are obtained from the same western blot. 
Figure 3 : Phenotypic Characterization of CLL-B cells.  
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A-B : Isolated B cells were cultured for 72 hours and stained with the indicated membrane markers, 
and for IL-10, TGFβ1 and FOXP3. Mean fluorescence intensities of CD19, CD5, CD25, CD27 were 
compared between IL10+ and IL10-, TGF-β1+/- and FOXP3+/- cells in unstimulated condition (A) and 
stimulated conditions (B). C Representative dot blots of IL-10/TGFβ1 and IL-10/FOXP3 coexpression 
by B cells after 72 hours of culture in stimulated conditions. 
Figure 4 : Expression of regulatory factors in CD19+CD5+ cells 
A Isolated B cells were stained with CD19, CD5. Representative dot plots of the two subset of B cells 
considering CD19 and CD5 expression is shown. B cells were stained for ʃ and ʄ chains of 
immunoglobulin. B Isolated B cells cultured for 72 hours, were stained with CD19 and CD5 and for 
IL10, TGFβ1 and FOXP3. Dot plots are representative of IL10, TGFβ1 and FOXP3 expression in 
CD19highCD5high and CD19dimCD5dim B cells upon CD40L+anti-IgM stimulation. C : Cumulative results of 
IL10, TGFβ1 and FOXP3 expression in CD19highCD5high (H) and CD19dimCD5dim (D) B cells stimulated (+) 
or not (-), compared with two-tailed t test, * p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.0001. 
Figure 5 : regulatory functions of CLL B cells 
A : Negatively purified TCD4+ and CLL-B cells were cocultured for 48 hours with coated anti-CD3, 
anti-CD28 or not, B cells were activated with CD40L and anti-IgM. PMA+ionomycine+brefeldin were 
added in the last 4 hr of culture. Bar graphs show the frequency of TNFα+ and IFN+ cells in CD4+T 
cells after coculture with B cells at various B:T cells ratio as indicated (n=5). The results were 
compared with ANOVA test analysis,*p < 0.01; ** p<0.001. B : Bar graphs show the frequency of 
CD4+FOXP3+ and CD4+CD25+CD127lowFOXP3+ T cells upon coculture with B cells (1:1 ratio; n=5) in 
comparison to T cells culture alone. Cumulative results expressed as mean ± SEM. The results were 
compared with two-tailed t test analysis,* p< 0.01***p < 0.0001. C: Graph indicate the quantities of 
IL10 present in the coculture supernatants with CD4+ T cells and CLL-B cells or Healthy control B cells. 
D: Flow cytometry analysis of T cells division cycles using cell trace violet. T cells were in coculture 
with CLL B cells in the indicated ratio. Plot representative of 4 experiments is depicted. 
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Figure 6: A : Hierarchical cluster analysis of expression of IL-ϭϬ, TGFβϭ aŶd FOXPϯ. CǇtokiŶe leǀels aƌe 
depicted in shades of red (higher) and green (lower). B: Distribution of polyfunctional index according 
to major risk factors of progression of CLL in the CD19highCD5high subpopulation. Asterisk indicates 
significant difference (p<0.05). C Isolated B cells for the same patients at two different times cultured 
for 72 hours, were stained with CD19 and CD5, then fixed and permeabilized and stained with IL10, 
TGFβ1, FOXP3  
 
Supplementary Figure 1: expression of immune regulatory cytokines 
A Analysis of purified CD19+CD5+ CLL-B cells, stimulated or not, for IL10 and TGF1 by flow 
cytometry. Median of fluorescence is presented. ns, not significant. B. IL10 and TGF1 production 
was evaluated after stimulation by CD40L/IL21 as compared to CD40L/ anti-IgM. Ratio between 
cytokines producing cells in the two conditions is indicated. 
Supplementary Figure 2 : expression of cytokines 
A: Analysis of purified CD19+CD5+ CLL-B cells, stimulated or not using CD40L and anti-IgM ; the levels 
of the indicated cytokines secreted in the culture supernatant were evaluated by MSD technology. B. 
Purified CD19+CD5+ CLL-B cells or healthy control B cells stimulated or not as indicated were 
analyzed by flow cytometry for granzyme B (GrB) production (Top) representative dot plots showing 
the positive populations , (Bottom) GrB producing cells among the CD19+CD5+ cells are presented. 
Means +/- SEM are indicated. P*<0.01, ** p<0.001.  
Supplementary Figure 3 : expression of FOXP3 
A : Gating strategy with a viability marker excluding apoptitic cells B: Analysis of purified CD19+CD5+ 
CLL-B cells, stimulated or not using CD40L and anti-IgM ; Median of fluorescence are presented. ns, 
not significant. C: Gating strategy during cell sorting showing that the sorted cells were CD19+ CD5+ 
 89 
 
CD27+ and CD3- . D : FOXP3 expression was evaluated after stimulation by CD40L/IL21 as compared to 
CD40L/ anti-IgM. Ratio between FOXP3 expressing cells in the two conditions is indicated. 
Supplementary Figure 4 : Phenotypic Characterization of CLL-B cells.  
Isolated B cells were cultured for 72 hours and stained with the indicated membrane markers, and 
for IL-10, TGFβ1 and FOXP3. Mean fluorescence intensities of CD24, CD25, CD27 and CD38 were 
compared between IL10+ and IL10-, TGF-β1+/- and FOXP3+/- cells in unstimulated condition (A) and 
stimulated conditions (B) by two-tailed t test. ns, not significant. 
Supplementary Figure 5 : Correlation between regulatory factors expression and clinical annotation 
Purified B cells were cultured for 72 hours with CD40L and anti-IgM. PMA+ionomycine+brefeldin 
were added in the last 4 hrs of culture.  
Cells were stained for CD5, CD19, IL-10, TGFβ1 and FOXP3 expression. The frequencies of IL10+ cells 
(A), TGFβ1+ cells (B) and FOXP3+ cells (C) were compared according to IGVH status (unmutated, UM 
or mutated, M IGVH and ZAP70 expression (positive or negative ZAP70 cells) by two-tailed t test,*p < 
0.05.  
Supplementary Figure 6: 
A : Scree plot showing eigenvalues for components  with a reference line at eigenvalue of 1. 
B-C : Distribution of polyfunctional index according to major risk factors of progression of CLL in the 
CD19dimCD5dim and the global populations. Asterisk indicates significant difference (p<0.05)   
Supplementary Figure 7 : Correlation between regulatory factors expression and clinical annotation 
Purified B cells were culture for 72 hours with CD40L and anti-IgM. PMA+ionomycine+brefeldin were 
added in the last 4 hrs of culture. Cells were stained with CD5, CD19, CD24, CD38 and CD27 and 
CD24highCD27+ and CD24highCD38highcells frequencies were compared by t test. Expression of IL10 and 
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TGF β1 by CD24highCD27+ and CD24highCD38highcells (stimulated condition). Means +/- SEM are 
indicated. 
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Table 1. CLL Patients characteristics. 
 
A Patients characteristics at the CLL diagnosis. 
 
Characteristics N=30 
Age (years) 62±10 
Sexe (female/male ratio) 10/20 
Binet at diagnosis / at experiment  
A 26 (87%) /19 (66%) 
B 3 (10%) / 5 (17%) 
C 1 (3%) / 5 (17%) 
ZAP70 (+) 9/20 (45%) 
IGHV mutated 14/28 (50%) 
CD38 (+) 12/25 (48%) 
βϮŵiĐrogloďuliŶe (mg/l) 2.6±1.2 
MTS at diagnosis / at experiments (%) 41±48% / 39±47 
Progressive disease 12/30 (40%) 
Time to progression (years) 3.8±5 
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       B UPN CLL patieŶts’ characteristics. 
 
 
Patients 
Age 
(years) 
Sexe 
Binet 
stage 
Lymphocytes 
(n/mm3) 
ZAP 70 
expression 
IGVH  
status 
CD38 
expression 
β2M 
(mg/l) 
MTS  
(%) 
1 60 F A 19000   M - 2.06 
 2 72 F A 31000   M - 2.49 34.33 
3 68 F A 9000 + UM + 1.87 8.89 
4 78 F A 10450 - UM   2.70 34.83 
5 45 M A 57250   M + 2.38 33.3 
6 48 M C 57000   M + 2.76 234.59 
7 59 M A 13000     - 1.10 7.24 
8 70 F A 13880 + M   2.72 45.55 
9 71 F A 56430 - UM -   32.9 
10 64 M A 14000 - UM   3.13   
11 49 M A 11940 + M + 2.40 9.87 
12 66 M B 90950 - UM + 4.00 97.34 
13 55 M A 5830   M + 2.31 73.27 
14 56 F A 36620 - UM + 2.00 25.38 
15 59 F A 11310 - M - 2.00 20.4 
16 48 M A 11000 + UM - 1.29 45.67 
17 74 F A 13000 + M + 3.47 5.89 
18 61 M A 28350 + M + 5 14.94 
19 58 M A 25000   M + 7.00 69.11 
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20 56 M A 139970 -   - 3.31 17.76 
21 75 M A 9250 - UM   2.25   
22 53 M A 12000 + UM - 1.76 4.3 
23 63 M A 14900 + M + 3.66 74.69 
24 85 F A 8000 - UM -     
25 53 M A 21000   UM   3.00 7.22 
26 55 M A 41500 - UM - 1.54 62.51 
27 49 M B 39930 + M - 2.00 42.47 
28 64 M A 4000 - UM - 2.13   
29 65 M B 24980   M + 2.02 14.25 
30 62 M A 8580   UM - 1.8 17.12 
       UM : unmutatated IGVH status ; M : mutated IGVH status; F: female; M: male. 
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES : 
 
I. Lymphocytes B autoréactifs dans la LLC. 
Au cours de mon travail de thèse, nous avons également analysé la fréquence et la capacité de 
sécrétion de l’IL-10 et du TGF- par la sous-population des lymphocytes B auto-réactifs. 
Bien que s’agissant d’une population peu étudiée, plusieurs auteurs ont défini une sous-
population B CD19+CD27-CD21low qui est capable de produire des auto-anticorps et qui est 
enrichie en lymphocytes clonaux. Du fait de l’existence non négligeable de manifestations 
auto-immunes au cours de la LLC, en particulier de cytopénies auto-immunes, nous avons 
analysé la fréquence et la capacité de sécrétion de différents facteurs régulateurs dans cette 
sous-population. La population B auto-réactive ainsi définie a été analysée chez 5 patients 
atteints de LLC. La fréquence moyenne de la sous-population après 3 jours de culture était de 
22,4 % (12-24) en absence de stimulation et diminuait à 14% (12-22) en réponse à une 
stimulation par le CD40L associée à l’anti-IgM suivié d’un traitement par le PIB. Malgré une 
possible diminution de la capacité des lymphocytes CD19+CD27-CD21low à secréter de l’IL-
10 et du TGF-ȕ1 par rapport aux lymphocytes B CD19+CD27-CD21+, le faible nombre 
d’échantillons analysés n’a pas permis de montrer une différence statistique (Figure 23). La 
population auto-réactive est cependant différente de celle principalement productrice des 
facteurs régulateurs IL-10 et TGF-ȕ1, puisqu’elle n’exprime pas le marqueur CDβ7 des 
cellules mémoires. 
 
Figure 23. Stratégie d’analyse par cytométrie en flux des lymphocytes B CD19+CD27-
CD21low et B CD27-CD21+ 
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Analyse comparative des secrétions de l’IL-10 et du TGF-ȕ1 dans les deux populations (n=5). Le pourcentage de 
cellules exprimant l’IL10 ou le TGF-ȕ1 est analysé au sein de la population CD19+ CD27-. 
 
II. Evolution des populations lymphocytaires B et de la sécrétion de l’IL-10 et du TGF-
β1 ainsi que de l’expression de FOXP-3 chez des patients soumis à un traitement par l’ 
ibrutinib (inhibiteur de la kinase Btk). 
 
Nous avons analysé au cours du traitement d’un patient atteint de LLC par l’ibrutinib, l’effet 
de l’inhibiteur sur les fréquences des sous-populations caractérisées précédemment et sur leur 
capacité de production des facteurs immunorégulateurs. Les lymphocytes B ont été purifiés à 
partir de prélèvements effectués soit 12 mois avant traitement, au jour précédent le traitement, 
puis à 2 semaines ou à γ mois après le début du traitement par l’ibrutinib. L’expression 
intracellulaire de l’IL-10, du TGF-ȕ1 et de FOXP-3 a été analysée en absence ou après 
stimulation par du CD40L associée à de l’anti-IgM suivie d’un traitement par le PIB. Une 
diminution importante de la sécrétion de tous les facteurs régulateurs a été constatée dès la 2e 
semaine de traitement par l’ibrutinib, persistante à γ mois pour l’IL-10 et le TGF-ȕ1, alors 
qu’une expression de FOXP-3 était de nouveau observée à 3 mois (Figure 24).  
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Figure 24. Evolution de la production de l’IL-10, du TGF-ȕ1 et de FOXPγ dans des cellules 
de LLC chez les patients en cours de traitement par l’ibrutinib. 
 
A. Secrétion de l’IL-10 
 
Diminution de la production d’IL-10 par les B-LLC stimulés dès la 2e semaine de traitement par l’ibrutinib et 
persistante à 3 mois. 
 
B. Secrétion du TGF-ȕ1 
 
Diminution de la production de TGF-ȕ1 par les B-LLC dès la 2e semaine de traitement par l’ibrutinib et 
persistante à 3 mois. 
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C. Expression du facteur FOXP-3 
  
Diminution de l’expression de FOXP3 par les B-LLC dès la 2e semaine de traitement par l’ibrutinib et une 
réapparition de son expression à partir du 3e mois. 
 
Les variations de production des facteurs immunorégulateurs ont également été observées 
dans les sous-populations exprimant majoritairement ces facteurs. Les deux sous-populations 
CD19highCD5high et CD19intermCD5interm ont montré une diminution similaire de l’expression de 
tous les facteurs immunorégulateurs après deux semaines de traitement du patient. En 
revanche, une forte réexpression de FOXP3 est observée trois mois après le début du 
traitement, notamment dans la sous-population exprimant le plus les facteurs 
immunorégulateurs ;  une possible réexpression du TGF-1 est également observée (Figure 
25).  
Ces résultats prometteurs font actuellement l’objet d’un projet de thèse de l’Unité qui 
permettra de déterminer l’impact du traitement par l’ibrutinib des patients LLC sur les sous-
populations régulatrices. 
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Figure 25. Evolution de la sécrétion de l’IL-10 et du TGF-ȕ1, ainsi que l’expression de 
FOXP3, au cours du traitement des patients LLC par l’ibrutinib : comparaison des sous-
populations CD19highCD5high et CD19intermCD5interm. 
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4 DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
1. L’expression des facteurs immunorégulateurs par les lymphocytes B-LLC 
 
Les lymphocytes B régulateurs et les lymphocytes B-LLC partagent des caractéristiques 
phénotypiques communes, plusieurs fois relevées dans la littérature, raison pour laquelle la 
question de la capacité immunorégulatrice des lymphocytes B-LLC a été plus récemment 
envisagée. L’objectif de mon doctorat a été de caractériser et d’évaluer la capacité régulatrice 
des lymphocytes B-LLC qui permettrait à ces cellules de moduler la surveillance anti-
tumorale du système immunitaire et de favoriser leur prolifération. Pour cela, j’ai tout d’abord 
analysé la capacité des lymphocytes B-LLC à exprimer certains facteurs immunorégulateurs, 
tels l’IL-10, le TGF-ȕ1, le facteur FOXP-3 ou le Granzyme B ; ces facteurs ayant été décrits 
dans différentes populations lymphocytaires dotées de propriétés immunorégulatrices. Nos 
résultats démontrent cette capacité des cellules tumorales de LLC à exprimer certains de ces 
facteurs immunorégulateurs, dont l’IL-10, le TGF-ȕ1 et le FOXP-3, tout en démontrant un 
défaut d’expression du Granzyme B. Alors que l’expression de l’IL-10 est constitutive car ses 
taux sont similaires dans des lymphocytes B-LLC stimulés ou non, nous avons observé une 
induction de l’expression du TGF-ȕ1 après stimulation des lymphocytes leucémiques par le 
BCR et le CD40. Ces résultats démontrent ainsi que les lymphocytes B-LLC présentent des 
caractéristiques fonctionnelles de lymphocytes B régulateurs, principalement définis dans la 
littérature par leur capacité à exprimer l’IL-10. Nos résultats corroborent les données de 
l’étude de DiLillo et al, ayant analysé pour la première fois la capacité des lymphocytes B-
LLC à exprimer l’IL-10 à des niveaux variables, avec jusqu’à plus de 86% des cellules 
exprimant la cytokine, et ce de façon significativement plus importante en comparaison à des 
témoins sains (136). Chez des patients présentant une LLC, des taux sériques plus importants 
d’IL-10 ont été associés avec l’expression du CD38, de ZAP-70 et l’absence de mutations 
somatiques (128), ainsi qu’avec une diminution de la survie globale des patients (127 , 128). 
Ainsi, l’expression de l’IL-10 pourrait jouer un rôle clé dans l’augmentation de la survie de la 
cellule B-LLC, mais également dans l’inhibition des réponses anti-tumorales. 
Les lymphocytes B régulateurs sont principalement caractérisés par l’expression de l’IL-10, 
mais une expression du TGF-ȕ1 par ces lymphocytes a été également mise en évidence dans 
certaines pathologies. L’immunorégulation par le biais de TGF-ȕ1 comporte l’induction des 
lymphocytes T régulateurs, l’inhibition de la prolifération des lymphocytes T cytotoxiques et 
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de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (95). Au cours de la LLC, les lymphocytes B 
expriment le TGF-ȕ1. Nos résultats montrant une expression en cytométrie en flux du TGF-ȕ1 
sont concordants avec les données antérieures montrant à la fois une augmentation de la 
cytokine dans le sérum et des ARNm à l’état basal et une augmentation de l’expression après 
stimulation du BCR (146) (147). Le TGF-ȕ1 inhibe habituellement la prolifération et la 
différenciation des lymphocytes B, et des données discordantes ont été montrées au cours de 
la LLC. Lotz et al., montrent une capacité inchangée du TGF-ȕ1 à inhiber la prolifération des 
lymphocytes B-LLC, suggérant l’existence d’un mécanisme autocrine participant au faible 
taux de prolifération de certaines LLC. Néanmoins cette inhibition reste variable parmi les 
patients étudiés. D’autres équipes, en revanche, mettent en évidence une résistance à cet effet 
du TGF-ȕ1 au cours de la LLC (148). En effet, en présence de TGF-ȕ1, les B-LLC avaient 
dans cette étude une apoptose diminuée par comparaison aux témoins, mais qui pouvait être 
en partie expliquée par une diminution de l’expression du récepteur au TGF-ȕ1 (148) (149). 
Quelle pourrait-être ainsi la signification de cette augmentation de l’expression de TGF-ȕ1 
par les lymphocytes B-LLC, puisqu’il semble que les cellules échappent à l’action autocrine 
habituelle du contrôle de la survie cellulaire par cette cytokine? Dans notre étude, nous 
montrons que les B-LLC ont la capacité d’induire l’augmentation de lymphocytes T 
régulateurs et l’expression de FOXPγ par ces lymphocytes T ; le TGF-ȕ1 produit par les B-
LLC pourrait ainsi jouer un rôle dans l’induction de la conversion des T effecteurs vers cette 
sous-population suppressive, à l’image du rôle du TGF-ȕ1 secrété par les T régulateurs ou 
décrit dans certains modèles murins d’allergie avec des cellules B CD5+ (150). Le TGF-ȕ1 a 
également été montré impliqué dans la suppression des cellules T cytotoxiques et dans la 
diminution de la présentation antigénique, deux mécanismes qui pourraient aussi participer à 
l’augmentation de la population tumorale dans la LLC et sont en accord avec les défauts de 
toxicité décrits pour les cellules CD8+ dans la pathologie (96). 
La capacité des lymphocytes B régulateurs à exprimer FOXP-3, un facteur de transcription 
caractéristique des lymphocytes T régulateurs, a été récemment montrée sur des populations 
lymphocytaires de sujets sains exprimant le CD5 (106, 107). Dans notre étude nous mettons 
en évidence pour la première fois la capacité des lymphocytes B-LLC à exprimer FOXP-3, de 
manière constitutive et hétérogène là encore entre les différents patients. L’expression de 
FOXP3 pourrait jouer un rôle similaire à celui observé dans les lymphocytes T, et permettre 
une régulation de l’induction de la tolérance des différentes cellules immunitaires, bien que 
nous n’ayons pas analysé dans ce travail les mécanismes impliqués et démontré son rôle 
fonctionnel possible sur la tolérance.  
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Une équipe a montré au cours de l’infection par le VIH que les lymphocytes B CD5+ avaient 
une expression augmentée de Granzyme B, mais pas de l’IL-10. Ces lymphocytes avaient 
également une capacité immunorégulatrice avec une inhibition de la prolifération des 
lymphocytes T pouvant constituer un autre mécanisme immunorégulateur (87). Des études 
antérieures à la nôtre avaient montré la capacité des B-LLC à exprimer le Granzyme B après 
stimulation par l’IL-21, pouvant induire la mort cellulaire et l’inhibition de la prolifération des 
lymphocytes T CD8+ (99, 100). Nous avons également analysé l’expression du Granzyme B 
par les B-LLC. Nos résultats montrent une expression faible de cette protéine par les 
lymphocytes B-LLC que ce soit en conditions basales ou stimulées suite à l’engagement du 
BCR et du CD40. En revanche, l’engagement des récepteurs à l’IL-21 et du CD40L des 
cellules B de LLC entraine une induction modérée du Granzyme B par comparaison aux 
cellules B de témoins, concordant avec les données de Hagn et al., (151) (99). Ce très faible 
niveau d’expression, voire indétectable chez certains patients, pourrait indiquer qu’en 
présence de stimulation du BCR et du CD40, les B-LLC acquièrent des fonctions régulatrices, 
plutôt que la capacité d’induction des mécanismes d’apoptose ou encore d’effets 
cytotoxiques.   
Nos résultats montrent, à la fois, une expression constitutive de ces facteurs 
immunorégulateurs, et une capacité d’induction plus importante de l’expression du TGF-ȕ1 
après une stimulation avec un anti-IgM et du CD40L. Nos données montrent également 
l’hétérogénéité importante de l’expression de ces facteurs entre les différents patients. Ces 
résultats sont concordants avec ceux habituellement rapportés au cours de la LLC et déjà 
décrits par l’équipe, avec une surexpression basale de certains facteurs et de molécules 
effectrices de signalisation. En effet, les niveaux de Syk, NFAT et STAT3 et leurs taux de 
phosphorylation, sont plus importants chez les patients présentant une LLC par rapport aux 
témoins, bien que leur expressions restent très hétérogènes parmi les différents types de LLC 
(152) (39).  
En ce qui concerne les lymphocytes B régulateurs, l’existence d’une sous-population B avec 
des capacités régulatrices mais aussi, l’induction des capacités régulatrices de sous-
populations de lymphocytes B dans un contexte de stimulation particulière, font encore débat. 
Différents modèles de stimulation ont montré des phénotypes différents de lymphocytes B 
capables de secréter l’IL-10. Du fait de l’importance de la stimulation de la voie du BCR dans 
la LLC, nous avons utilisé la co-stimulation anti-IgM/CD40L. Il est à noter que nos résultats 
suggèrent une capacité d’expression des facteurs immunorégulateurs similaire lors des 
stimulations par anti-IgM/CD40L et IL-21/CD40L ; cette dernière co-stimulation étant aussi 
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importante pour ces inductions (64). Récemment, il a été montré que la co-stimulation par le 
BAFF en combinaison avec le CPG dans un modèle murin de lymphocytes B-LLC et chez 
certains patients permettait également d’induire l’expression de l’IL-10 de façon 
significativement plus importante en comparaison avec des témoins sains (135). D’autres 
voies de stimulation sont possibles pour induire l’expression de l’IL-10 au cours de la LLC, 
telles que celle de BAFF seul par le biais de BAFF-R ou celle de l’IL-35 ou encore par les 
CPG et les recepteurs TLR (135 {Drennan, 2016 #448). 
Au cours de la LLC, les modifications de signaux effecteurs et de l’expression de chimiokines 
rendent compte de la rétention ganglionnaire des lymphocytes B-LLC clonaux et de leur 
prolifération au sein des organes lymphoïdes secondaires. Du fait de la difficulté d’obtenir des 
prélèvements de ganglions de patients LLC, le profil d’expression des facteurs 
immunorégulateurs au sein des ganglions pathologiques n’a pu être effectué que chez 
quelques patients. L’analyse de la capacité d’expression de ces facteurs par les lymphocytes 
B-LLC ganglionnaires a montré des résultats similaires à ceux observés pour les lymphocytes 
B circulants.  
La population B-LLC exprimant ces différents facteurs d’immunorégulation correspond bien 
à la population clonale LLC, caractérisée par l’expression majoritaire d’une des chaines kappa 
ou lambda. En effet, le rôle éventuel de la capacité immunomodulatrice au cours de la LLC 
pourrait être très diffèrent, selon que l’on considère l’expression des facteurs 
immunomodulateurs par la cellule B clonale ou par la population restante de B normaux (non 
tumoraux) et non clonaux. Telle qu’habituellement décrite au cours de maladies auto-
immunes et chez les personnes saines, les populations B régulatrices semblent jouer un rôle 
d’induction de la tolérance et d’inhibition de la cytotoxicité, en particulier pour éviter 
l’émergence de maladies auto-immunes au cours desquelles cette population semble 
déficitaire ou moins fonctionnelle. De façon très différente, l’expression de facteurs 
immunorégulateurs par la cellule clonale suggère un rôle prépondérant pour favoriser l’effet 
anti-tumoral et de survie, en induisant une tolérance des cellules immunitaires vis à vis de la 
cellule leucémique. 
Nous avons analysé l’expression de plusieurs facteurs immunorégulateurs, et non pas 
seulement un facteur prépondérant habituellement étudié telle que l’IL-10. Récemment, 
plusieurs équipes ont utilisé un indice polyfonctionnel, afin de rendre compte de la capacité 
d’une sous-population cellulaire à exprimer plusieurs cytokines ou divers facteurs et ceci de 
manière hétérogène (153). Ainsi, en considérant l’expression des cytokines de lymphocytes T, 
dont les niveaux d’expression peuvent être variables selon le contexte et le type de stimulation 
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considérés, les auteurs ont montré qu’un indice regroupant cette variabilité pourrait être plus 
adapté en reflétant une capacité d’expression d’un ensemble de cytokines par un type de 
cellules. Afin d’exprimer la variabilité de l’expression des différents facteurs 
immunorégulateurs par les cellules B-LLC, nous avons utilisé un indice regroupant les 
niveaux d’expression des cytokines IL-10 et TGF-ȕ1 et le facteur FOXP-3. Nos résultats 
montrent un profil d’expression des facteurs immunorégulateurs regroupés dans l’indice 
polyfonctionnel qui corrèle avec les marqueurs LLC de mauvais pronostic, tels que 
l’expression de ZAP-70 ou le profil IGVH non-muté. Bien que l’expression de l’IL-10 n’ait 
pas été corrélée à elle seule aux marqueurs pronostiques, et les autres facteurs 
immunorégulateurs n’ayant pas été étudiés, il semblerait que les taux d’IL-10 secrétés soient 
plus importants en cas de LLC progressive (135). Cependant, une nouvelle étude récente 
indiquerait que les taux les plus hauts d’IL10 secrétée soient retrouvés dans les cellules 
présentant une mutation des gènes d’immunoglobulines (137) laissant donc ouverte la 
signification de l’analyse unique de l’IL10 dans ces cellules. Aucune corrélation de 
l’expression de l’IL-10 avec d’autres marqueurs pronostiques n’a été mise en évidence dans 
ces études (136) ou de façon similaire, lorsque l’IL-10 a été analysée isolément dans notre 
travail, mettant en évidence l’intérêt de mesurer la capacité d’expression de plusieurs facteurs 
regroupés à l’aide d’un indice composite. A l’image des marqueurs pronostiques tels que le 
statut IGVH ou l’expression de ZAP-70, la capacité d’expression des facteurs 
immunorégulateurs pourrait être un marqueur du caractère d’évolutivité de la LLC sous-
jacente, rendant compte de la possibilité par ces cellules de moduler l’environnement 
immunitaire et de favoriser leur propre capacité de prolifération et ainsi de déterminer un 
profil progressif de la maladie. 
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2. Phénotype des lymphocytes B-LLC exprimant les facteurs immunorégulateurs 
 
Après avoir démontré la capacité des B-LLC à exprimer divers facteurs immunorégulateurs, 
mon objectif a été de déterminer le phénotype des cellules exprimant ces facteurs. Nous avons 
utilisé plusieurs approches afin de déterminer un phénotype de B-LLC avec une expression 
augmentée des facteurs immunorégulateurs:  
- d’une part, en analysant l’expression des facteurs immunorégulateurs dans les sous-
populations précédemment décrites comme à l’origine d’une surexpression d’IL-10 
(les lymphocytes B régulateurs, tels que les CD24hiCD38hi ou CD24hiCD27+);  
- en comparant l’expression des différents marqueurs membranaires des cellules 
exprimant ou non chacun des facteurs étudiés IL-10, TGF-ȕ1 et FOXP-3;  
- enfin, en analysant l’expression des facteurs immunorégulateurs par les sous-
populations définies selon le niveau d’expression du CD5 et CD19. 
Les phénotypes des lymphocytes B régulateurs restent controversés, plus particulièrement 
chez l’homme, et plusieurs sous-populations avec des phénotypes différents sont capables 
d’exprimer l’IL-10. Parmi les différents phénotypes, les plus étudiés sont les lymphocytes B 
CD24hiCD38hi et CD24hiCD27+. Bien que nous ayons trouvé ces sous-populations également 
présentes au cours de la LLC, la capacité d’expression de l’IL-10 et de TGF-1 était montrée 
pour les deux populations, avec une capacité similaire en comparaison aux CD24inter. De 
même, l’expression du CD11b, également décrite dans les populations IL10+ était faible dans 
les B-LLC, ne pouvant rendre compte de la capacité importante d’expression d’IL-10 
observée pour ces cellules. Nous avons donc, par la suite, comparé l’expression des différents 
marqueurs membranaires par les lymphocytes B LLC selon l’expression d’IL-10, de TGF-ȕ1 
et de FOXP-γ. De manière similaire, les cellules positives pour l’expression de ces facteurs 
avaient des niveaux d’expression membranaire du CD5, CD19 et CD27 significativement 
différents de celles ne les exprimant pas, en dehors du CD25 pour le FOXP3. Du fait de 
l’importance des marqueurs CD5 et CD19 au cours de la LLC, nous avons choisi par la suite 
d’analyser les sous-populations définies à l’aide de ces β marqueurs. La comparaison des 
sous-populations B CD19highCD5high et CD19intermCD5interm a confirmé ces données, montrant 
une expression très différente d’IL-10, de TGF-ȕ1 et de FOXP-3 par ces deux sous-
populations clonales de LLC. L’expression d’IL-10, de TGF-ȕ1 et de FOXP-3 par la sous-
population CD19highCD5high était proche de celle de la population lymphocytaire B totale, 
rendant compte de l’expression de ces facteurs majoritairement par cette sous-population. 
L’expression du CD5 a déjà été associée dans d’autres travaux avec celle de l’IL-10, à la fois 
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chez des sujets sains et dans les B-LLC, en accord avec les données trouvées dans notre 
analyse. La surexpression d’IL-10 dans les cellules CD5+ apparaît être en lien avec une hyper-
phosphorylation des protéines STAT3, dont la surexpression a été également montrée au 
cours de la LLC (131). En effet, cette hyper-phosphorylation est favorisée par l’expression 
membranaire du CD5 et la réduction d’expression de CD5 par siRNA est associée avec une 
diminution de l’IL-10 produite et de la phosphorylation des protéines STAT (131). 
La corrélation entre la capacité d’expression des différents facteurs immunorégulateurs par les 
deux sous-populations et les marqueurs pronostiques de la LLC a permis de montrer que 
l’expression des facteurs par les CD19highCD5high était non seulement associée à la présence 
de ZAP-70 mais aussi au statut mutationnel IGVH défavorable, renforçant avec notre indice 
polyfonctionnel ce qui avait été trouvé suite à l’analyse de la population B-LLC totale. 
Une autre stratégie récemment mise au point pour déterminer le phénotype des sous-
populations exprimant l’IL-10 consiste à isoler les cellules IL-10 (+) de celles IL-10 (-) et 
ensuite de comparer l’expression de leurs marqueurs membranaires (74). Ainsi, les 
lymphocytes CD25+CD71+CD73- ont été décrits comme la principale sous-population 
exprimant l’IL-10 (+), chez des témoins sains ou après stimulation par le CPG. Cette 
population correspondait également à la principale population capable d’inhiber les 
lymphocytes T CD4+, bien que de manière partiellement indépendante de l’IL-10. Cette 
stratégie intéressante, en particulier pour l’analyse de l’expression d’une cytokine spécifique, 
ne rend pas compte de l’expression de plusieurs facteurs ; cependant, il serait intéressant de 
confirmer avec cette stratégie la sous-population prédominante de notre étude comme étant 
CD19highCD5high. 
Récemment, l’analyse par séquençage de l’exome entier a mis en évidence l’apparition de 
nouvelles mutations en cas de rechute ou de maladie progressive, montrant l’importance de 
l’évolution clonale dans la progression de la LLC (11) (154, 155). Ainsi, l’existence d’une 
hétérogénéité sous-clonale au cours de la LLC et l’émergence de certains sous-clones au 
profit d’autres chez le même patient, seraient particulièrement intéressantes à corréler à ces 
capacités d’immunorégulation et au profil d’expression membranaire de CD19 et CD5, tels 
que nous l’avons analysé dans ce travail. La différence d’évolution du profil d’expression 
CD19 et CD5 au cours du temps et leur capacité à exprimer les facteurs régulateurs pourrait 
présager d’une capacité d’évolution clonale au cours de certaines LLC.  
Comme précédemment souligné dans notre étude, les sous-populations exprimant les facteurs 
immunorégulateurs avaient les caractéristiques des cellules B-LLC clonales. Du fait de 
l’importance des niveaux d’expression de ces facteurs par les B-LLC, l’existence et le rôle de 
 123 
 
lymphocytes B non-clonaux aux capacités immunorégulatrices ne peuvent pas être 
formellement exclus ; leur analyse est rendue difficile du fait de la faible représentation des 
lymphocytes B normaux et des taux de cytokines exprimées. En particulier, en extrapolant ce 
qui est observé dans les maladies auto-immunes, une diminution de ces sous-populations B 
non-clonales et/ou de leur niveaux d’expression de facteurs régulateurs pourrait être observée 
au cours de la LLC en particulier en présence de cytopénies auto-immunes. Cependant, ce 
phénomène reste difficile à mettre en évidence dans le contexte de la sécrétion plus 
importante de ces facteurs par les B LLC.  
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3. Interaction des lymphocytes B LLC avec des lymphocytes T autologues 
 
En dehors de leur capacité à secréter de l’IL-10, les lymphocytes B régulateurs sont 
essentiellement définis par leur capacité à dialoguer avec les lymphocytes T, en inhibant la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les lymphocytes T CD4+ et en induisant la 
production de lymphocytes T régulateurs. Après avoir démontré la capacité des lymphocytes 
B-LLC à exprimer les facteurs immunorégulateurs, nous avons analysé leur effet sur les 
lymphocytes T autologues en termes de capacité de sécrétion de différentes cytokines et 
d’expression de FOXP-3. En accord avec les données de la littérature rapportées sur les 
lymphocytes B régulateurs non-clonaux, nous avons constaté une modification d’expression 
du TNF-α et de l’IFN-Ȗ par les lymphocytes T LLC en co-culture avec les B-LLC. Cet effet a 
été vu en fonction du rapport quantitatif entre les cellules B et T présentes en co-culture, ce 
qui renforce la notion importante du rôle de l’accumulation leucémique dans l’altération des 
différentes populations immunitaires au cours de la progression de la maladie. Par ailleurs, en 
présence de B-LLC, le pourcentage de lymphocytes T CD4+CD25+CD27low régulateurs 
exprimant FOXP-3 a été significativement augmenté, suggérant la capacité des B-LLC à 
induire la population T régulatrice, à l’image encore une fois de ce qui a été décrit pour les 
lymphocytes B régulateurs non-clonaux. De manière intéressante, la population qui exprime à 
un plus fort niveau des marqueurs CD19 et CD5, CD19highCD5high, et qui exprime 
majoritairement les facteurs immunorégulateurs, avait également une capacité plus importante 
à induire des lymphocytes T régulateurs, confirmant qu’il s’agit d’une population aux 
capacités immunorégulatrices.  
Afin de confirmer la capacité des B-LLC à induire des lymphocytes T régulateurs 
fonctionnels, il serait nécessaire de compléter notre travail par des expériences démontrant la 
capacité suppressive de ces lymphocytes T régulateurs induits. D’autre part, nous n’avons pas 
analysé dans cette étude les mécanismes d’induction de ces T régulateurs, en particulier l’effet 
dépendant des cytokines IL-10 et /ou TGF- ȕ1. 
La capacité de l’interaction des lymphocytes B-LLC avec le microenvironnement et la 
modification des cellules non-clonales pour favoriser leur migration, leur prolifération et la 
survie sont des mécanismes rendant compte des formes prolifératives de la maladie. 
L’existence d’une sous-population de lymphocytes B-LLC, avec des capacités 
d’immunorégulation, permettant la surexpression de facteurs d’immunorégulation et 
l’induction de sous-populations T régulatrices, pourrait constituer une autre facette de 
l’interaction des B-LLC avec le microenvironnement. Peu de données sont actuellement 
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disponibles sur l’interaction des lymphocytes T régulateurs avec les B-LLC. En présence 
d’IL-10 secrétée par les CD19+CD5+ dans la souris EµTCL-1, l’expression de FOXP-3 par les 
lymphocytes T régulateurs est augmentée, avec en même temps, une augmentation de leur 
capacité suppressive, suggérant une régulation de son expression concomitante à celle de l’IL-
10 (135). Des lymphocytes T CD4+CD25+ purifiés en co-culture avec des B-LLC ont une 
capacité conservée et similaire à celles de témoins sains à réduire la prolifération des 
lymphocytes B (125). Des lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+CD127low non autologues 
auraient une capacité à supprimer la prolifération et la survie des lymphocytes B de différents 
lymphomes dont la LLC, avec néanmoins une capacité suppressive hétérogène en particulier 
chez les patients avec une LLC (156). Nous avons analysé l’interaction des lymphocytes B–
LLC avec des T CD4+ autologues en montrant la capacité des B-LLC à induire l’expression 
de lymphocytes CD4+CD25+CD127lowFOXP-3+. La capacité de suppression de ces 
lymphocytes T régulateurs induits par les B-LLC pourrait être différente de celle des T 
régulateurs polyclonaux. Des analyses complémentaires seront nécessaires pour montrer une 
capacité réduite par ces T régulateurs des B-LLC dans l’inhibition de prolifération et de survie 
tout en maintenant un potentiel suppressif sur les T cytotoxiques antitumoraux, participant 
ainsi à l’échappement des B-LLC de la réponse anti-tumorale. Par ailleurs, l’analyse du profil 
de sécrétion de cytokines par les lymphocytes B-LLC après stimulation a montré un profil 
particulier, avec une induction des cytokines TNF-α, IL-6 et IL-8, mais pas celles de l’IFNȖ, 
l’ILβ, l’IL-4 et l’IL-1. Certaines de ces cytokines jouent un rôle important dans la 
différenciation des lymphocytes T CD4+, comme l’IL-4 et l’IL-6 dans la différenciation 
respective des Th1 ou Th17 (149). La capacité des lymphocytes B-LLC à secréter 
sélectivement certaines cytokines pourrait ainsi être un autre élément participant dans la 
capacité de ces cellules de moduler leur environnement. Là encore des analyses avec 
l’utilisation de différents modèles d’invalidation seront nécessaires à la démonstration de ce 
rôle.   
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5 CONCLUSIONS  
 
Ce travail avait pour objectif d’analyser les capacités d’immunorégulation des lymphocytes 
B-LLC. 
Dans un premier temps, nous avons analysé l’expression des facteurs immunorégulateurs, tels 
que l’IL-10, le TGF-ȕ1, le Granzyme B et le facteur FOXP-3, par les lymphocytes B clonaux. 
Nos données ont montré une grande capacité à exprimer de l’IL-10, du TGF-ȕ1 et du FOXP-3 
et une plus faible capacité dans l’expression du Granzyme B. Plusieurs voies de stimulation, 
telles que celle du BCR et du CD40, mais aussi de l’IL-β1, pourraient induire l’expression de 
ces facteurs par les B-LLC. 
Nous avons par la suite analysé le phénotype des B-LLC qui sont capables d’exprimer les 
facteurs d’immunorégulation IL-10, TGF-ȕ1 et FOXP-3. En utilisant les marqueurs 
membranaires des lymphocytes B régulateurs habituellement décrits et ceux des marqueurs 
définis dans la LLC, l’expression du CD19 et CD5 s’est montrée particulièrement 
discriminante pour caractériser une sous-population dotée d’une capacité d’expression des 
facteurs IL-10, TGF-ȕ1 et FOXP-3. 
L’analyse de l’interaction des lymphocytes B-LLC avec les lymphocytes T CD4+ a montré la 
capacité des lymphocytes B à induire l’expression de lymphocytes T régulateurs FOXP-3+  
mais également à avoir un impact sur l’expression des facteurs TNF-α et IFN-. La sous-
population ayant une forte capacité d’expression des facteurs d’immunorégulation semble 
avoir également la capacité de modulation des lymphocytes T régulateurs la plus importante. 
L’index polyfonctionnel récapitulant l’expression des différents facteurs immunorégulateurs 
rend compte de l’hétérogénéité d’évolution des patients et pourrait intégrer un score prédictif 
de progression. Par ailleurs, l’importance de l’IL-10, à la fois pour les lymphocytes B-LLC et 
les lymphocytes T de l’environnement, soulève la question de l’importance de développement 
de thérapies telles que celles des CAR T cells, avec un ciblage spécifique des lymphocytes B-
LLC par les cellules T autologues. Les données préliminaires de l’effet de l’ibrutinib sur la 
capacité de sécrétion des facteurs immunorégulateurs ouvrent une autre perspective sur les 
cibles thérapeutiques utilisées dans la LLC ; l’inhibition de la capacité immunorégulatrice des 
lymphocytes B-LLC pouvant permettre d’empêcher la progression de la maladie.    
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